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1 Einleitung 
 
 
 
1.1 Leptin 
 
 
1.1.1 Die Entdeckung von Leptin  
 
Fettleibigkeit oder Adipositas ist in den Industrieländern ein großes und noch wachsendes 
Problem. Nicht nur deshalb, weil dick zu sein nicht dem vorherrschenden Schönheitsideal 
entspricht, es stellt zusätzlich einen Risikofaktor für viele sogenannte Wohlstandskrankheiten wie 
Diabetes mellitus Typ 2, Bluthochdruck, und andere kardiovaskuläre Krankheiten dar [Morton et 
al., 1998], [Chicurel, 2000]. Die Häufigkeit dieser Krankheiten steigt mit dem BMI (body mass 
index). Doch in Analysen von Zwillings- und Adoptionsstudien und durch die Erforschung von 
Tiermodellen wurde gezeigt, dass Fettleibigkeit nicht nur eine Frage von Willensstärke und 
Disziplin ist. Heute wird vielmehr ein Zusammenspiel von Umwelt- und genetischen Faktoren als 
Ursache gesehen [Friedman und Haas, 1998]. Man hat dabei neue Erkenntnisse über die Rolle 
von Fettzellen oder Adipozyten gewonnen. Ursprünglich nur als Reservoir von Fett, also 
Triglyzeriden verstanden, weiß man heute, dass das Fettgewebe auch endokrine Funktionen 
übernimmt, das heißt, es kann verschiedene Faktoren oder Hormone ins Blut abgeben. Einer 
dieser Faktoren ist Leptin [Kieffer und Habener, 2000]. 
 
Bei Leptin handelt es sich um ein 16 kDa großes Protein, das vor allem im weißen Fettgewebe 
produziert wird [Zhang et al., 1994]. Die im Plasma zirkulierende Leptin-Konzentration verhält 
sich proportional zur Masse des Fettgewebes [Considine et al., 1996]. Ursprünglich wurde Leptin 
ausschließlich als Sättigungsfaktor betrachtet, der das Körpergewicht durch die Hemmung der 
Nahrungsaufnahme reguliert; bis heute wurden jedoch zahlreiche weitere Wirkungsmechanismen 
von Leptin gefunden, u.a. konnten auch Einflüsse auf das endokrine System sowie auf das 
Immunsystem nachgewiesen werden [Otero et al., 2005].  
 
Schon vor über 30 Jahren konnte gezeigt werden, dass rezessive Mutationen im obese- (ob) und 
diabetes -(db) Gen der Maus zu ähnlichen Phänotypen mit Adipositas und erhöhter Kalorienzufuhr 
bei gleichzeitig vermindertem Energieverbrauch führen. Aufgrund von Parabiose-Experimenten, 
in denen die Blutkreisläufe zweier Mäuse aneinandergeschlossen wurden, vermutete man, dass es 
sich bei dem ob-Gen-Produkt um einen im Plasma gelösten Faktor handelt, der für die Regulation 
der Energie-Bilanz zuständig ist, und dass das db-Gen-Produkt den Rezeptor dieses Faktors 
darstellt [Coleman et al., 1978]. In den 90ern gelang schließlich die Charakterisierung  des ob-Gen-
Produktes. Dabei handelt es sich um ein Hormon, das Leptin (leptos, griechisch: dünn) genannt 
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wurde [Zhang et al., 1994]. Führte man ob/ob-Mäusen rekombinantes Leptin exogen zu, so 
normalisierte sich ihr Phänotyp [Pellymounter et al., 1995]. Das Leptin codierende Gen wurde 
später Lep genannt, das Allel, welches die oben beschriebene Mutation aufweist, wird als Lepob 
bezeichnet. Das den Leptinrezeptor codierende Gen wird heute LepR genannt. 
 
 
1.1.2 Effekte von Leptin 
 
Mutationen im LEP-Gen des Menschen sind sehr selten und wurden erstmals 1997 berichtet. Es 
handelte sich dabei um zwei Kinder einer pakistanischen Familie, die bei normalem 
Geburtsgewicht eine schwere Adipositas entwickelten [Montague et al., 1997]. 1998 wurde dann 
von drei ebenfalls blutsverwandten Mitgliedern einer türkischen Familie berichtet, die eine 
rezessive Missense Mutation im LEP-Gen aufwiesen. Hier zeigten sich neben der Adipositas auch 
Dysfunktionen in der Hormonregulation. Die Plasma-Insulin-Konzentrationen waren erhöht, 
eine Patientin zeigte primäre Amenorrhö und ein Patient Hypogonadismus. Dies weist darauf 
hin, dass Leptin auch bei der Reproduktion und für den Eintritt in die Pubertät eine wichtige 
Rolle spielt [Strobel et al., 1998]. Auch eine Reduktion von CD4+-T-Zellen und eine gestörte T-
Zell-Proliferation wurden bei Leptin-Defizienz beobachtet, wobei sich durch Therapie mit 
rekombinantem Leptin die Symptome zurückbildeten [Farooqi et al., 1999], [Farooqi et al., 2002]. 
Diese Befunde weisen auf eine pleitrope Wirkung von Leptin hin. 
 
Seine Hauptwirkung entfaltet Leptin im Hypothalamus, wo es die Nahrungsaufnahme reguliert. 
Ist eine ausreichende Fettmasse vorhanden, so wird viel Leptin gebildet, welches als 
Sättigungsfaktor zu verminderter Nahrungsaufnahme und zu erhöhtem Energieverbrauch führt. 
Im Hungerzustand sinkt dagegen der Leptinspiegel, um die Kalorienaufnahme zu erhöhen. 
Leptin vermittelt seine Wirkung über nachgeschaltete Neuropeptide: bei niedrigen Leptinspiegeln 
steigt die Sekretion von NPY (neuropeptide Y) und AGRP (agouti-related peptide), gleichzeitig sinkt 
die Expression von POMC (proopiomelanocortin) und CART (cocaine- and amphetamine-regulated 
transcript). NPY und AGRP stimulieren die Nahrungsaufnahme, während α-MSH (α melanin-
stimulating hormone, Produkt von POMC) und CART appetitszügelnd wirken [Friedman et al., 
1998], [Ahima und Flier, 2000], [Badman und Flier, 2005]. 
 
Neben dem Hypothalamus stellt auch die β-Zelle des Pankreas einen wichtigen Angriffsort für 
Leptin dar. In Fettzellen gebildetes Leptin hemmt die Freisetzung und Synthese des anabol 
wirkenden Insulins in β-Zellen und passt den Insulinspiegel so an die Fettreserven des 
Organismus an. Insulin wiederum stimuliert die Biosynthese und Sekretion von Leptin im weißen 
Fettgewebe. Dies stellt eine klassische adipo-insulare Rückkopplungsschleife dar und man spricht 
in diesem Zusammenhang auch von einer „adipo-insularen Achse“. Es wurde postuliert, dass 
diese Schleife eine wichtige Rolle bei der Pathogenese des Typ 2 Diabetes spielt, bei dem sich 
sowohl eine Insulin- als auch eine Leptinresistenz entwickeln [Kieffer und Habener, 2000], 
[Seufert, 2004]. 
 
Wie bereits erwähnt, hat Leptin vielfältige Aufgaben. Als Immunmodulator spielt es sowohl in 
der angeborenen als auch in der erworbenen Immunität eine wichtige Rolle. Es reguliert z.B. die 
T-Zell-Antwort, indem es die Th1-Zell-Differenzierung anregt. Es stimuliert die Phagozytose 
und die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen in Makrophagen und Monozyten. Da 
hungernde und dünne Patienten mit niedrigem Leptinspiegel ein besonders angreifbares 
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Immunsystem haben, könnte Leptin eine wesentliche Rolle bei dieser immunen Dysfunktion 
spielen. Andererseits zeigte man in Tiermodellen, dass ein niedriger Leptinspiegel vor 
Autoimmunkrankheiten schützen kann [Faggioni et al., 2001], [Matarese et al., 2005], [Otero et al., 
2004].  
 
 
1.1.3 Der Leptinrezeptor 
 
Wie bei der ob/ob-Maus liegt auch bei der db/db-Maus extreme Adipositas vor, es sind jedoch 
hohe Plasmaspiegel von Leptin vorhanden. Deshalb vermutete man schon früh, dass das db-Gen 
den bei dieser Maus defekt vorliegenden Rezeptor des LEP-Genprodukts kodiert  [Coleman et 
al., 1978]. 1995 gelang es schließlich, einen Leptin-bindenden Rezeptor (LepR) im Plexus choroideus 
der Maus zu identifizieren. Bei der db/db-Maus liegt eine Nukleotid-Substitution in dem Gen vor, 
das den Rezeptor codiert, wodurch ein Großteil des intrazellulären Teils der langen 
Spleißvariante nicht korrekt gebildet wird [Tartaglia et al., 1995], [Tartaglia, 1997]. Vom Leptin-
Rezeptor existieren fünf alternative Spleißvarianten: LepRa, LepRb, LepRc, LepRe und LepRf. 
Allerdings verfügt nur die lange Spleißvariante LepRb über einen 300 Aminosäuren langen 
intrazellulären Teil, der alle für die Signal-Transduktion notwendigen Motive enthält [Lee et al., 
1996]. LepRb wird in hoher Konzentration im Hypothalamus gebildet, aber auch im Ovar, in den 
β-Zellen des Pankreas, in Endothel-Zellen, hämatopoetischen Zellen des Knochenmarks, 
Monozyten, Makrophagen und T- bzw. B-Zellen exprimiert [La Cava und Matarese, 2004]. Die 
Funktion der anderen Spleißvarianten ist noch nicht vollständig geklärt. Zum Teil helfen sie beim 
Transport von Leptin durch die Blut-Hirn-Schranke oder bilden Heterodimere mit anderen Zell-
Oberflächen-Proteinen [Friedman und Haas, 1998].  
 
 
1.1.4 Die Hauptsignalwege des Leptinrezeptors 
 
Der Leptin-Rezeptor zeigt eine nahe Verwandtschaft zum G-CSF-Rezeptor (granulocyte colony-
stimulating factor), zum leukemia inhibitor factor receptor und zum gp130, der transmembranen und 
zytoplasmatischen Untereinheit des IL-6-Rezeptors. Er gehört zu der Familie der Klasse I-
Zytokin-Rezeptoren, die ihre Signaltransduktion über JAKs (Janus-Kinasen) und STATs (signal 
transducers and activators of transcription) vermitteln [Baumann et al., 1996], [Ghilardi et al., 1996], 
[Tartaglia, 1997].  
 
Der Jak/STAT-Signalweg: 
Die lange Spleißvariante des Leptinrezeptors reguliert die Genexpression über diesen Signalweg 
folgendermaßen: die Bindung von Leptin an seinen Rezeptor  führt zu einer Homodimerisierung 
und Aktivierung von zwei JAK2-Molekülen. Die nicht-kovalente Bindung dieser Tyrosinkinasen 
wird über zwei konservierte, membranproximal gelegene Motive im intrazellulären Teil vermittelt 
(Box1 und Box2). [Bahrenberg et al., 2002]. Es folgt eine Autophosphorylierung der beiden JAK2, 
die daraufhin die verschiedenen Tyrosinreste der intrazellulären Domäne phosphorylieren. Im 
folgenden Verlauf können nun verschiedene Faktoren, die eine SH2-Domäne aufweisen, an diese 
Phosphotyrosine binden. Binden hier STAT-Faktoren, so werden diese ebenfalls durch JAK2 
phosphoryliert und damit aktiviert. Dadurch können sie den Rezeptor wieder verlassen. Sie 
dimerisieren und translozieren in den Zellkern. Hier regulieren sie als Transkriptionsfaktoren die 
Transkription [Frühbeck, 2006]. Der Leptinrezeptor der Maus weist an seiner intrazellulären 
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Domäne drei Tyrosinreste auf, die bei dieser Kaskade unterschiedliche Funktionen besitzen. 
Tyr1077 induziert die Phosphorylierung von STAT5, während Tyr1138 in der Lage ist, STAT1, 
STAT3 und STAT5 zu aktivieren [Hekerman et al., 2005] (siehe Abb. 1.1).   
 
Neben dem JAK/STAT-pathway benutzt der LepRb auch andere Wege zur Signaltransduktion. So 
ist Tyr985 für die Aktivierung des Ras/Raf/ERK (extracellular-signal-regulated-kinase) -Signalwegs 
verantwortlich, indem es die Tyrosinphosphatase SHP-2 (SH2 containing protein phosphatase) 
rekrutiert [Banks et al., 2000].  
 
 
 
 
Abb. 1.1: Signaltransduktion des LepRb: Gezeigt ist die Signaltransduktion von Leptin über den 
JAK/STAT-Weg und die durch SOCS3 vermittelte Feedbackhemmung. Genauere Erklärung siehe Text. 
Lep: Leptin, JAK: Janus Kinase, STAT: signal transducer and activator of transcription, ERK: extracellular regulated 
kinase. SOCS3: suppressor of cytokine signalling 3. 
 
 
1.1.5 SOCS3 vermittelt eine Feedbackhemmung des Leptin-Rezeptors 
 
Das Fehlen von Leptin bei an Adipositas leidenden Patienten ist sehr selten. Der Leptin-Spiegel 
der meisten adipösen Patienten ist sogar höher als der von dünnen Patienten, so dass sich durch 
eine Leptinbehandlung nur selten befriedigende Ergebnisse erzielen lassen. Dies führte zu der 
Überlegung, dass in den meisten Fällen von Adipositas eine Leptinresistenz vorliegt [Considine et 
al., 1996], [Bell-Anderson und Bryson, 2004], [Münzberg und Myers, 2005]. Während die 
molekulare Pathogenese des ersten Falls klar ist, fehlt die Kenntnis des Pathomechanismus der 
Leptinresistenz. Denkbar wäre z.B. eine Störung beim Transport von Leptin durch die Blut-Hirn-
Schranke [Ahima und Flier, 2000]. 
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Eine andere Erklärung könnte die Feedbackhemmung durch SOCS3 (suppressor of cytokine 
signalling) sein. SOCS3 gehört neben SOCS1, SOCS2 und CIS (cytokine inducible sequence) zur 
Familie der cytokine-inducible inhibitors of signaling. Der Mechanismus ist folgender: Die Stimulation 
des Leptinrezeptors mit Leptin führt zur Rekrutierung des Transkriptionsfaktors STAT3 durch 
Tyr1138 und dadurch zur Induktion der Genexpression von SOCS3. SOCS3 bindet daraufhin 
spezifisch an Tyr985 und vermittelt so seinen hemmenden Effekt auf die Signaltransduktion des 
LepRb. Auf diesem Wege stellt SOCS3 einen potentiellen Mediator für die beobachtete 
Leptinresistenz dar [Emilsson et al., 1999], [Banks et al., 2000], [Bjorbaek et al., 2000], [Dunn et al., 
2005], [Münzberg und Myers, 2005]. An Mäusen mit einer haploiden SOCS3-Defizienz konnte 
gezeigt werden, dass sie sich einer Diät-induzierten Adipositas gegenüber resistenter verhalten als 
Wildtyp-Mäuse [Howard et al., 2004]. 
 
 
1.1.6 Therapeutischer Nutzen von Leptin 
 
Wie bereits erwähnt, hat Leptin bei der Behandlung von Adipositas nur geringe therapeutische 
Bedeutung. Eine Adipositas-Behandlung mit Leptin zeigt nur einen klaren Erfolg bei Patienten 
mit Mutationen im ob-Gen, und diese sind sehr selten [Friedman und Haas, 1998], [Farooqi et al., 
2002], [Bell-Anderson und Bryson, 2004]. Da die Mehrheit der adipösen Patieneten jedoch an 
einer Leptinresistenz und nicht einem Leptinmangel leiden, erscheint eine Leptinbehandlung 
nicht erfolgsversprechend [Joost und Becker, 2000]. Dagegen profitieren Patienten mit 
Krankheiten wie der generalisierten Lipodystrophie und hypothalamischen Amenorrhö, die beide 
mit niedrigen Leptinspiegeln einhergehen, von der Gabe von Leptin. Die generalisierte 
Lipodystrophie ist eine Krankheit, die durch selektiven Verlust von subkutanem und viszeralem 
Fett charakterisiert ist. Dabei treten unter anderem Hypertriglyzeridämie und eine schwere 
Insulin-Resistenz, meist zusammen mit Diabetes mellitus auf. Durch den Leptinmangel werden 
außerdem Störungen der Hypothalamus-Hypophysen-Achse beobachtet. Petersen et al. konnten 
zeigen, dass eine Leptin-Behandlung über 3-5 Monaten bei solchen Patienten die Insulinresistenz 
vermindern kann [Petersen et al., 2002]. In einer weiteren Studie zeigten Oral et al., dass eine 
Leptin-Behandlung der Lipodystrophie auch die Störungen der  Hypothalamus-Hypophysen-
Achse verbessern kann [Oral et al., 2002].  
 
Bei Krankheiten mit erhöhten Leptinspiegeln, wie manche Autoimmunkrankheiten (z.B. die 
Autoimmun-Enzephalomyelitis [Matarese et al., 2001]) oder mit Leptin-Resistenz 
vergesellschaftete Adipositas, wäre therapeutisch die Gabe von Leptinrezeptor-Antagonisten 
denkbar. Da man heute eine sehr detaillierte Vorstellung der Signalkaskade und des 
Rezeptoraufbaus hat, stehen dem Design von Leptinrezeptor-Antagonisten neue Perspektiven 
offen [Peelman et al., 2006]. 
 
Bei Patienten mit Anorexia Nervosa zeigte sich eine Korrelation von Hyperaktivität und 
körperlicher Unruhe mit niedrigen Leptinspiegeln [Holtkamp et al., 2006]. Außerdem war bei 
therapierten Patienten mit Anorexia Nervosa, deren Leptinspiegel während der Therapie 
besonders schnell anstiegen, die Rückfallrate, also ein erneuter Gewichtsverlust, höher [Holtkamp 
et al., 2004]. Inwieweit diese Befunde therapeutische Konsequenzen haben, ist allerdings noch 
nicht klar. 
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Adipositas kann das Risiko von Brustkrebs um 30-50% erhöhen. Den molekularen 
Pathomechanismus kennt man nicht genau, aber es wird vermutet, dass dafür verschiedene 
biologisch aktive Faktoren, wie Östrogene, Insulin, insulin-like groth factor-I (IGF-I) und eben auch 
Leptin mitverantwortlich sein könnten. Garofalo et al. fanden heraus, dass in primären 
Brustkrebs-Tumorzellen und in dessen Lymphknotenmetastasen sowohl Leptin als auch die lange 
Spleißvariante des Leptinrezeptors überexprimiert werden, verglichen mit Nicht-Tumorzellen. 
Die Beobachtung, dass Leptin die Östrogensynthese in humanen Adenocarcinom-Zellen der 
Mamma (MCF-7-Zellen) stimuliert, untermauert die Hypothese, dass Leptin bei der Entstehung 
von Brustkrebs involviert ist [Garofalo et al., 2006]. 
 
 
1.1.7 Genexpression in Insulinoma-Zellen nach Stimulation mit Leptin 
 
In unserer Arbeitsgruppe hat Paul Hekerman im Rahmen seiner Promotionsarbeit die 
Signaltransduktion des Leptinrezeptors in Insulinomazellen charakterisiert [Hekerman, 2004]. 
Nachdem in keiner der von ihm untersuchten Zelllinien eine endogene Leptin-Signaltransduktion 
nachgewiesen werden konnte, wurden RINm5F-Zellen stabil mit der cDNA für LepRb 
transfiziert. Durch Überprüfung der STAT3-Aktivierung im Western-Blot konnte hier eine Leptin-
Stimulierbarkeit nachgewiesen werden [Hekerman et al., 2005]. Diese RINm5F-LepRb-Zellen 
wurden auch in dieser Arbeit verwendet. 
 
In seiner Dissertation identifizierte Hekerman Leptin-regulierte Gene. Dazu wurde ein cDNA-
Filter-Array benutzt. Einzelne dieser Gene wurden bezüglich ihrer Expressions-Zeitverläufe in 
Northern-Blots genauer untersucht. Ein unerwartetes Ergebnis war dabei, dass Leptin eine Reihe 
von mRNAs für entzündungsrelevante Proteine hochreguliert [Hekerman, 2004]. Zu den 
besonders stark durch Leptin induzierten Genen gehört auch RGS4. 
 
 
1.2 RGS4 
 
 
1.2.1 Die RGS-Familie 
 
„RGS“  bedeutet regulator of G-protein signaling. Schon in den 80er Jahren wurde das Gen SST2 als 
negativer Regulator von heterotrimeren G-Proteinen in Saccharomyces cereviseae gefunden. Vor etwa 
10 Jahren wurde dann eine Proteinfamilie in Säugern entdeckt, die die Signalwege der 
heterotrimeren G-Proteine hemmen kann. (Durch G-Proteine werden z.B. Ionenkanäle oder 
membrangebundene Enzyme, wie die Adenylylcyclase oder die Phospholipase C reguliert.) Diese 
Proteinfamilie wurde RGS genannt. Die Proteine, die zu dieser Familie gehören, haben eine ca. 
120 Aminosäuren-lange Domäne gemeinsam, die sogenannte RGS-Domäne oder RGS-Box. 
[Koelle, 1997], [de Vries et al., 2000]. 
 
 
 
 
 
 
Einleitung 
10 
 
1.2.2 RGS-Proteine wirken als GAPs 
 
Die Beschleunigung der GTPase-Aktivität der α-Untereinheit ist der wichtigste molekulare 
Mechanismus, durch den RGS-Proteine die Effekte von G-Protein-gekoppelten Rezeptoren 
hemmen [Koelle, 1997], [Berman und Gilman, 1998], [Wieland und Chen, 1999], [de Vries et al., 
2000]. 
 
G-Protein-gekoppelte Rezeptoren sind in der Plasmamembran lokalisiert und vermitteln dort 
extrazelluläre Signale. Es handelt sich um 7 Transmembrandomänen-Rezeptoren, die ihren 
Signalweg über heterotrimere G-Proteine vermitteln. G-Proteine bestehen aus drei 
Untereinheiten: einer α-, β- und γ-Untereinheit. Werden die Rezeptoren durch Liganden 
aktiviert, stimulieren sie den Austausch von GDP zu GTP an der α-Untereinheit des G-Proteins. 
Daraufhin ändert sich dessen Konformation, das G-Protein löst sich vom Rezeptor, und die 
GTP-gebundene α-Untereinheit trennt sich von dem βγ-Dimer. Sowohl die α-Untereinheit als 
auch der βγ-Dimer regulieren die Aktivität von Effektoren. Dies wird durch Hydrolyse des GTP 
beendet, die durch die GTPase-Aktivität der α-Untereinheit vermittelt wird. Die α-Untereinheit  
fügt sich mit der βγ-Untereinheit wieder zu einem Heterotrimer zusammen (siehe Abb. 1.2). Die 
GTP-Hydrolyse, die in vitro an isolierten α-Untereinheiten gemessen wurde, war häufig viel 
langsamer als die in vivo beobachtete Hydrolyse. Deshalb vermutete man, dass es Proteine geben 
müsse, die die GTPase-Aktivität der α-Untereinheit beschleunigen, sogenannte GTPase activating 
proteins, kurz GAPs. Die RGS-Proteine stellen eine Superfamilie von GAPs dar. 
  
Danaben gibt es noch zwei weitere Mechanismen, durch die RGS-Proteine die G-Protein-
Aktivität herunterregulieren: Sie können einerseits als Effektor-Antagonisten die G-Protein-
Untereinheiten kompetitiv hemmen. Andererseits erhöhen sie die Affinität der α-Untereinheit 
zur βγ-Untereinheit nach der GTP-Hydrolyse und beschleunigen auf diese Weise die 
Reformation des Heterotrimers. 
 
 
Abb. 1.2: Molekularer Mechanismus der Signaltransduktion von 7 Transmembran-
domänen-Rezeptoren. Dieser wird durch heterotrimere G-Proteine vermittelt. Die Angriffspunkte 
von RGS-Proteinen sind durch rote Pfeile gekennzeichnet. GPCR: G protein-coupled receptor, ACC: 
Adenylylcyclase, PCC: Phospholipase C. 
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1.2.3 RGS4 als Mitglied der RGS-Familie 
 
Inzwischen sind mehr als 20 verschiedene RGS-Proteine bekannt [Wieland und Chen, 1999]. 
Nach Stimulation von RINm5F-LepRb-Zellen mit Leptin fand Paul Hekerman in unserer 
Arbeitsgruppe RGS4 als Leptin-reguliertes Gen. Bereits nach einer Stimulaton von 1 h konnte 
eine Hochregulation der mRNA beobachtet werden [Hekerman, 2004]. Diese Arbeit beschäftigt 
sich mit weiteren Untersuchungen zur Genexpression und Promotorregulation von RGS4. 
 
Es ist noch nicht klar, ob und auf welche Weise die verschiedenen RGS-Proteine spezifisch 
wirken. Es wird vermutet, dass einzelne RGS-Proteine spezifische α-Untereinheiten 
herunterregulieren. Das konnte aber bis jetzt nicht bestätigt werden, obwohl dieser Gedanke 
nahe lag, da die Zahl der RGS-Proteine ungefähr mit der Zahl der α-Untereinheit-Subtypen 
übereinstimmt. RGS4 interagiert mit der αi- und αq-Subfamilie. RGS-Proteine werden ubiquitär 
exprimiert. Einige RGS-Proteine zeigen eine weite Verteilung, andere kommen nur in wenigen 
Gewebetypen vor. RGS4 wurde im Gehirn, im Herzen und in der Retina gefunden. Im Gehirn 
wurde die Expression im Cortex, im Thalamus und Striatum, sowie im Hippocampus 
nachgewiesen [Wieland und Chen, 1999], [de Vries et al., 2000]. 
 
Über die Regulation von RGS-Proteinen ist noch nicht viel bekannt. Auf transkriptionaler Ebene 
scheinen einige durch die G-Protein-gekoppelten Rezeptoren (GPCR) im Sinne einer 
Rückkopplungshemmung reguliert zu werden: Die kontinuierliche Aktivierung eines GPCR 
erhöht die Konzentration von RGS-Proteinen, die daraufhin die Aktivität der G-Proteine 
herunterregulieren [de Vries et al., 2000]. Das konnte z.B. von Dohlman et al. durch Experimente 
an Sst2, einem Mitglied der RGS-Familie in Hefen (Saccharomyces cerevisiae), gezeigt werden 
[Dohlman et al., 1995], [Dohlman et al., 1996]. Die Promotoren der RGS-Proteine sind dabei 
kaum erforscht. RGS14 wurde als Zielgen des Transkriptionsfaktors p53 gefunden [Buckbinder et 
al., 1996]. Auf posttranskriptionaler Ebene scheint bei einigen RGS-Proteinen eine 
Palmitoylierung zu erfolgen, die für die Affinität zu bestimmten G-Proteinen und die 
Translokation des RGS-Proteins vom Cytosol in die Plasmamembran eine Rolle spielt. RGS4 ist 
zwar auch palmitoylierbar, dies ist aber für die Translokation nicht notwendig [de Vries et al., 
2000]. Bei der Degradation von RGS4 auf Proteinebene spielt der N-end rule Signalweg eine Rolle, 
der die in vivo Halbwertszeit eines Proteins vom N-terminalen Rest abhängig macht. Dabei 
werden mit Ubiquitin markierte Proteine in Proteasomen abgebaut [Davydov und Varshavsky, 
2000], [Lee et al., 2005]. Das RGS4-Protein hat eine sehr kurze Lebensdauer und die Aktivität von 
RGS4 ist hauptsächlich von der eigenen Genexpression abhängig, das heißt: die Menge der 
RGS4-Proteine korreliert direkt mit der Herunterregulation der Funktion bestimmter G-Proteine. 
 
 
1.2.4 Pathophysiologische Rolle von RGS4 
 
Es wurde beschrieben, dass einzelne Nukleotid-Polymorphismen im Promotor des menschlichen 
RGS4-Gens mit einem erhöhten Risiko für die Entstehung von Schizophrenie assoziiert sind. 
Dies wurde in einer Studie mit ashkenazischen Juden herausgefunden [Fallin et al., 2005]. Dieser 
Zusammenhang konnte jedoch in einer Studie, in der 450 Schizophrenie-Patienten in 
Großbritannien untersucht wurden, nicht bestätigt werden [Rizig et al., 2006]. 
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Daneben gibt es Hinweise, dass eine veränderte RGS-Genexpression an der Entstehung von 
Herzmuskel-Hypertrophie und Herzinfarkten beteiligt sein könnte. Nach Überexpression von 
RGS4 bei einem Mausmodell war nach Druckbelastung des Herzens die ventrikuläre 
Hypertrophie, die in diesem Zusammenhang als Kompensationsmechanismus entsteht, geringer 
als bei Wildtyp-Mäusen [Rogers et al., 1999]. Daneben konnte gezeigt werden, dass Aorta- und 
Herzgewebe eine unterschiedliche Expression von RGS-Proteinen aufweisen. Dabei wurde 
RGS4 in beiden Geweben nachgewiesen [Cho et al., 2003]. In der gleichen Arbeit wurde gezeigt, 
dass RGS4 die Rezeptor-Signalwege von Endothelin-1 und Angiotensin II hemmt. Ob aus diesen 
Erkenntnissen ein therapeutischer Nutzen gezogen werden kann bleibt jedoch abzuwarten. 
 
 
1.3 Zielsetzung der Arbeit 
 
Im ersten Teil dieser Arbeit wurde die Regulation verschiedener Gene, die in unserem 
Arbeitskreis als Leptin-regulierte Gene identifiziert wurden, genauer untersucht. Da es sich bei 
vielen der gefundenen Gene um entzündungsrelevante Genprodukte handelt, wurden die Effekte 
von verschiedenen Zytokinen untersucht. Durch Stimulation des IL-1β-, IFNγ- und 
Leptinrezeptors, sowie der signaltransduzierenden Untereinheit des IL-6-Rezeptors (gp130), 
wurde untersucht, welche Transkriptionsfaktoren bei der Regulation welcher Gene eine Rolle 
spielen. Dazu wurden zunächst Dosis-Wirkungskurven der benutzten Zytokine in RINm5F-
LebRb-Zellen erstellt, um hinterher die Stimulierbarkeit der Expression der verschiedenen Gene 
mit den Zytokinen zu testen. 
 
RGS4 gehörte zu den so untersuchten Genen. Im zweiten Teil wurde die Regulation des RGS4-
Promotors nach Stimulation verschiedener Mutanten des Leptinrezeptors mit Leptin untersucht. 
Insbesondere wurde auf die Rolle von STAT3 und SOCS3 näher eingegangen. Dazu wurde der 
RGS4-Promotor in dieser Arbeit zum ersten Mal kloniert. Zusätzlich wurde die Genexpression 
von RGS4 auf mRNA-Ebene genauer untersucht. 
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2 Material und Methoden 
 
 
 
2.1 Material 
 
 
2.1.1 Bakterienstämme 
 
Bei Arbeiten mit E. coli wurde der Stamm E. coli DH5α eingesetzt. Er ist recA-negativ und 
endA-negativ, wodurch die Wahrscheinlichkeit der Rekombination sehr gering ist und keine 
Endonuklease A gebildet wird. Er wird daher routinemäßig für die Transformation von 
Plasmiden eingesetzt. 
 
2.1.2 Chemikalien 
 
[α-32P]-dCTP: Konzentration 10 µCi/µl, 1o MBq, spezifische Aktivität 3 000Ci/mmol 
(Hartmann Analytics) 
2-Mercaptoethanol (Merck) 
3-Morpholinopropansulfonsäure (MOPS) 99,5% (AppliChem) 
Acrylamid/Bis-Acrylamid 37,5:1 (2,6% C, 30% w/v), Electrophoresis Purity Reagent (Biorad) 
Actinomycin D (Alexis, Biochemicals) 
Agar, “Select-Agar” (Sigma) 
Agarose (for gel electrophoresis of nucleic acids) „Seakem LE“ (BMA) 
Ammoniumpersulfat (APS) ultra pure, (Gibco BRL) 
Ampicillin (Boehringer-Mannheim) 
Borsäure (zur Analyse) (Merck) 
Bovines Serumalbumin (BSA) Fraktion V (Calbiochem) 
Bromphenolblau (LKB Bromma) 
D-(+)-Glucose, wasserfrei, für biochemische Zwecke (Merck) 
D,L-Dithiothreitol (DTT) (MP Biomedicals) 
Diethylpyrocarbonat (DEPC) (Sigma) 
Dimethylsulfoxid (DMSO) zur Analyse (Merck) 
di-Natriumhydrogenphosphat-Dihydrat (Na2HPO4 x 2 H2O) zur Analyse (Merck) 
DNA aus Hering-Sperma, „Molecular Biology Grade“, 10 mg/ml (Roche Diagnostics) 
dNTP-Nukleotidmix [20 mM] (Amersham Pharmacia Biotech) 
Essigsäure 96%, reinst (Carl Roth) 
Ethanol abs., zur Analyse (Riedel-de-Haen) 
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Ethidiumbromid, 100 mg Tabletten (ICN Biomedicals) 
Ethylendiamintetraessigsäure, Dinatriumsalz (EDTA) (Sigma) 
Ficoll-400 (Sigma) 
Formaldehyd (Formalin) „Molecular Biology Grade“ (Calbiochem) 
Formamid, ACS-Reagent (Sigma) 
Glycerin 87%, zur Analyse (Merck) 
Glycin-Puffersubstanz für die Elektrophorese (Merck) 
Hefeextrakt, “Yeast extract powder” (Sigma) 
HEPES (N-[2-Hydroxyethyl]piperazin-N’-[2-ethansulfonsäure]), 99,5% (Sigma) 
Isopropanol, zur Analyse (Merck) 
Kaliumchlorid zur Analyse (Merck) 
Kalium-Dihydrogenphosphat (KH2PO4) zur Analyse (Merck) 
Luminol (5-Amino-2,3-Dihydro-1,4-Phthalazinedione; free acid) (Sigma) 
Lysozym (Roche Diagnostics) 
Magermilchpulver (AppliChem) 
Magnesiumchlorid (MgCl2) zur Analyse (Merck) 
Magnesiumsulfat-Heptahydrat (MgSO4 x 7 H2O) (Merck) 
Methanol zur Synthese (Merck) 
N,N,N’,N’-Tetramethylethylendiamin (TEMED) (Biorad) 
Natriumacetat-Trihydrat, reinst, Lebensmittelqualität (Merck) 
Natriumazid (NaN3) (Merck) 
Natriumchlorid (NaCl) zur Analyse (Carl Roth) 
Natriumdihydrogenphosphat-Monohydrat (NaH2PO4 ) (Merck)  
Natriumdodecylsulfat (SDS) (ICN Biochemicals) 
Natriumfluorid, zur Analyse (Merck) 
Natriumorthovanadat (Na3VO4), Minimum 90% (Sigma) 
Nukleotide (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) (Amersham Pharmacia Biotech) 
o-Nitrophenyl-β-D-Galactopyranosid (ONPG) (Sigma) 
Orange-G, Natriumsalz (Sigma) 
p-Cumarinsäure (4-Hydroxy-Zimtsäure) (Sigma) 
Pepton “Select-Peptone 140” (Gibco BRL) 
Phenylmethansulfonylfluorid (PMSF) (Sigma) 
Polyvinylpyrrolidon (PVP) Wt 360 000 (Sigma) 
Ponceau-S, Dinatriumsalz (Sigma) 
Ready Protein Liquid Scintillation Cocktail (Beckman Instruments) 
Reporter Lysis Buffer, 5x (Promega) 
RNase (Roche Diagnostics) 
Roti-Phenol/Chloroform für die DNA/RNA-Isolierung (Carl Roth) 
Salzsäure, rauchend (Merck) 
Tri-Natriumcitrat-Dihydrat (Merck) 
Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan (Tris-Base), ultra pure (ICN Biomedicals) 
Triton X-100 for scintillation techniques, analytical grade (Serva) 
Tween

20 R NF (Polyoxyethylensorbitan) (MP Biomedicals) 
Wasserstoffperoxyd, 30%ige [w/v] Lösung in Wasser (Sigma) 
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2.1.3 Häufig verwendete Medien und Puffer 
 
β-Gal-Mix: 
60 mM Na2HPO4, 40 mM NaH2PO4, 1 mM KCl, 1 mM MgCl2, pH 8,0 
ad 100 ml β-Gal-Mix 336 µl 2-Mercaptoethanol 
 
Blockinglösung: 
3% (w/v) BSA in TBST 
 
BPB/Glycerin: 
0,1% (w/v) Bromphenolblau; 50% Glycerin; in DEPC-behandeltem A. bidest 
 
BSA-Stammlösung: 
2 mg / 1 mg / 0,5 mg BSA in 1 ml A. bidest 
 
Cumarinsäure-Stammlösung: 
90 mM p-Cumarinsäure in DMSO 
 
100x Denhardt´s Lösung: 
2% (w/v) BSA; 2% (w/v) Ficoll; 2% (w/v) Polyvinylpyrrolidon; in A. bidest 
 
DEPC-behandeltes Wasser: 
0,1% DEPC (v/v); in A. bidest; 2-3 h schütteln und anschließend autoklavieren 
 
ECL-Substratkomponente I: 
1 ml Tris-HCl pH 8,5 [1 M]; 12 µl H2O2 [30% v/v]; ad 10 ml A. bidest 
 
ECL-Substratkomponente II: 
1 ml Tris-HCl pH 8,5 [1 M]; 100 µl Luminol [250 mM]; 44 µl p-Cumarinsäure [90 mM]; ad 10  
ml A. bidest 
 
1x Elektrodenpuffer: 
25 mM Tris-Base; 250 mM Glycin für die Elektrophorese; 0,1% SDS; in A. bidest 
 
Inkubationslösung für primären AK (Western-Blot): 
5% (w/v) BSA in 1x TBST 
 
Inkubationslösung für sekundären AK (Western-Blot): 
5% (w/v) Magermilchpulver in 1x TBST 
 
LB-Medium: 
10 g Pepton; 5 g Hefeextrakt; 10 g NaCl; ad 1000 ml A. bidest 
 
LB-Medium mit Ampicillin: 
0,1 mg Ampicillin/ml LB-Medium 
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Lämmli-Sample-Buffer (LSB): 
50 % (w/v) Glycerin; 16% (w/v) SDS; 20 mM EDTA; 500 mM Tris-HCl (pH 6,8); ad 45 ml A. 
bidest; 0,2% (w/v) Bromphenolblau; 0,4% (w/v) SDS 
 
2x LSB/DTT: 
60 mg DTT/ml 2x LSB 
 
Luminol-Stammlösung: 
250 mM Luminol in DMSO 
 
10x MOPS pH 7,2: 
400 mM MOPS; 26 mM Natriumacetat-Trihydrat; 10 mM EDTA; pH 7,2 
 
Natriumacetat-Puffer: 
3 M Natriumacetat-Trihydrat, ad 100 ml A. bidest, pH 5,2 
 
Northern-Blot-Hybridisierungspuffer: 
50% (v/v) Formamid; 5x SSPE pH 7,4; 5x Denhardt´s Lösung; 0,5% SDS; 0,1 mg/ml 
Heringssperma-DNA 
 
Oberer Gelpuffer: 
500 mM Tris; 0,4% SDS; pH 6,8 
 
10x OLB für CTP: 
500 mM Tris-HCl pH 6,9; 100 mM MgSO4; 1 mM DTT; 0,6 mM dATP, dGTP, dTTP 
 
Orange-G-Gelloading Buffer: 
30% (v/v) Glycerin; 0,25% Orange G; 1x TAE, ad 1 ml A. bidest 
 
PBS pH 7,4: 
140 mM NaCl; 3 mM KCl; 8 mM NA2HPO4; 1,8 mM KH2PO4 
 
Ponceau S-Färbelösung: 
0,25 g Ponceau in 40 ml Methanol teilweise lösen, 15 ml Essigsäure (96%), ad 100 ml A. bidest,  
filtrieren 
 
RNA-Probenpuffer: 
39 µl DEPC-behandeltes Wasser, 32 µl 10x MOPS; 200 µl Formamid; 56 µl Formaldehyd; 80 µl 
BPB/Glycerin; 5 µl Ethidiumbromid 
 
Sammelgel für SDS-PAGE: 
520 µl Oberer Gelpuffer; 260 µl Acrylamid/Bis-Acrylamid (30 %, 37,5:1); 1,22 ml A. bidest; 4 µl 
APS-Lösung [50% (w/v)]; 2 µl TEMED  
 
20x SSC pH 7,0: 
3 M NaCl; 300 mM Tri-Natriumcitrat-Dihydrat; pH 7,0 
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20x SSPE pH 7,4: 
3 M NaCl; 200 mM NA2HPO4 x H2O; 20 mM EDTA; pH 7,4 
 
STAT-Lysepuffer: 
stock solution: 50 mM HEPES, pH 7,6; 150 mM NaCl; 1 mM EDTA; 10% (v/v) Glycerol 
 1% (v/v) Triton X-100; ad 40 ml A. bidest 
working solution (frisch ansetzen): 1 mM DTT; 1 mM Na3VO4; 30 mM NaPPi; 10 mM NaF; 
 1 mM PMSF 
 
STET-Puffer: 
50 mM EDTA (pH 8,0); 50 mM Tris; 8% (w/v) D-(+)-Glucose, autoklavieren, anschließend 
0,5% Triton X-100 
 
50x TAE pH 8,0: 
2 M Tris; 50 mM EDTA, pH 8,0; 5,5% (v/v) Essigsäure, 96% 
 
10x TBE: 
890 mM Tris-HCl pH 7,5; 890 mM Borsäure; 25 mM EDTA 
 
1x TBS pH 7,5: 
20 mM Tris Base; 137 mM NaCl, pH 7,5 
 
1x TBST pH 7,5: 
0,1% (v/v) Tween-20 R NF in 1x TBS 
 
TE-Puffer pH 8,0: 
10 mM Tris-Base; 1 mM EDTA; pH 8,0 
 
10x Transferpuffer mit SDS: 
25 mM  Tris-HCl; 192 mM Glycin für die Elektrophorese; 20% (v/v) Methanol; 0,1% (w/v) SDS 
 
Trenngel (8%ig): 
1,56 ml Unterer Gelpuffer; 1600 µl Acrylamid/Bis-Acrylamid (30%, 37,5:1, entspricht 8%); 2,84 
ml A. bidest; 12 µl APS-Lösung [50% (w/v)]; 6 µl TEMED 
 
Unterer Gelpuffer: 
1,5 M Tris; 0,4% SDS; pH 8,8 
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2.2 Molekularbiologische Grundtechniken 
 
Molekularbiologische Standardmethoden (Ethanolfällung, Restriktionsverdau,  Ligation) wurden 
nach Molecular cloning: a laboratory manual [Sambrook et al., 1989] durchgeführt. Nukleinsäuren 
wurden mit Restriktionsenzymen der Firmen New England Biolabs (Beverly, USA), Amersham 
Pharmacia Biotech (Freiburg), Promega (Madison, WI, USA) und MBI Fermentas (Vilnius, 
Litauen) nach Herstellerangaben verdaut. Beim diagnostischen Verdau von Plasmid-DNA, die 
nach rapid-boiling Methode [Holmes et al., 1981] isoliert wurde, wurden 133 ng RNase pro µl 
Restriktionsansatz zugesetzt. 
 
 
2.2.1 Sterilisierung 
 
Kulturmedien, Puffer und Pipettenspitzen wurden durch Autoklavierung (20 min bei 121 °C) 
sterilisiert. Bei hitzeempfindlichen Substanzen wurde die Lösung durch einen 0,2 µm-Filter 
sterilfiltriert. Glasgeräte (Erlenmeyer-Kolben, Reagenzgläser etc.) wurden durch Inkubation im 
Heizschrank (5 h bei 200 °C) von Keimen und störenden Enzymen befreit. 
 
 
2.2.2 Transformation von E.coli-Zellen und Isolierung von Plasmid-DNA 
 
DH5α-Zellen erhielten nach der Methode von Hanahan [Hanahan, 1983] ihre Kompetenz zur 
DNA-Aufnahme und wurden in Aliquots bei –80 °C gelagert. Zur Transformation wurden     
100 µl der kompetenten Zellen langsam aufgetaut, mit der zu transformierenden DNA gemischt 
und 30 min auf Eis inkubiert. Nach 90 s Hitzeschock wurden 500 µl LB-Medium (ohne 
Ampicillin) hinzugegeben um den Ansatz 60 min bei 37 °C im Schüttler zu inkubieren und 
anschließend auf LB-Amp-Platten (LB-Agar mit 100 µg/ml Ampicillin) auszuplattieren. Die 
Inkubation erfolgte bei 37 °C über Nacht. Die Präparation der Plasmid DNA erfolgte nach der 
rapid boiling-Methode [Holmes et al., 1981]. Wurden größere Mengen DNA benötigt, erfolgte die 
Präparation mittels Midi- oder Maxi-Präparationskits (Quiagen, Hilden), für kleinere Mengen 
besonders reiner DNA (z.B. zur Sequenzierung), wurde das High Pure Plasmid Isolation Kit for small 
scale preparations (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim) benutzt. Die Konzentration der DNA 
wurde bei einer Wellenlänge von 260 und 280 nm photometrisch bestimmt. 
 
 
2.2.3 Agarosegelelektrophorese zur DNA-Analyse 
 
Die PCR-Produkte oder durch Restriktion entstandenen DNA-Fragmente wurden in Gelen mit 
0,75-1,5% (w/v) Agarose in 1x TAE-Puffer aufgetrennt, denen 0,5 µg/ml Ethidiumbromid 
zugesetzt wurde. Den Proben wurde 20% des Volumens Orange-G-Gelloading Buffer zugesetzt 
und sie wurden bei 8 V/cm aufgetrennt. Als Größen- und Massenstandards dienten die 
Fragmente des GeneRuler oder MassRuler DNA Ladder Mix (MBI Fermentas, Vilnius, 
Litauen). 
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2.2.4 DNA-Elution aus Agarosegelen 
 
Nach der Auftrennung von DNA-Fragmenten in Agarosegelen, wurden benötigte Fragmente 
unter UV-Licht ausgeschnitten und mit dem QIAquick Gel Extraction Kit (Quiagen, Hilden) nach 
Angaben des Herstellers aufgereinigt. 
 
2.2.5 Ligation von DNA-Fragmenten 
 
Die Ligation erfolgte in einem Volumen von 10 µl, bestehend aus 1 µl ATP [6 mM], 1 u T4-
Ligase, 1 µl Ligationspuffer (T4 DNA Ligase Buffer), ca. 0,1 pmol geschnittene Vektor-DNA und 
0,3 pmol cDNA-Insert. Dieser Ansatz wurde über Nacht bei 16 °C inkubiert und anschließend in 
kompetente E. coli-Zellen transformiert. 
 
 
2.2.6 Isolierung von Gesamt-RNA aus Säugerzellen 
 
Zur Isolierung von Gesamt-RNA aus Säugerzellen wurde das RNeasy Midi Kit (Quiagen Hilden) 
benutzt. Die Konzentration der RNA wurde bei einer Wellenlänge von 260 nm und 280 nm 
photometrisch bestimmt. 
 
 
2.2.7 Agarosegelelektrophorese zur RNA-Analyse 
 
Die Auftrennung der RNA erfolgte in einem Formaldehyd-Agarosegel (1% (w/v) Agarose und 
3% (v/v) Formaldehyd). Für 250 ml wurden 2,5 g Agarose in 218 ml DEPC-behandeltem A. 
bidest aufgekocht, unter Rühren auf 60 °C abgekühlt und vor dem Gießen mit 25 ml 10x MOPS 
und 7,5 ml Formaldehyd (pH 4,0) versetzt. 10 bis 12 µg RNA wurden mit dem 2,5-
fachenVolumen Ethanol (97%) und dem 0,1-fachen Volumen 3 M Natriumacetat bei pH 5,2 
gefällt, in RNA-Probenpuffer aufgenommen und für 30 min bei 63 °C denaturiert. Die 
gelelektrophoretische Auftrennung erfolgte für 2 h in einer Kammer von Biometra mit den 
Abmessungen 16 cm x 12 cm bei 125 V und 1 x MOPS als Laufpuffer. 
 
 
2.2.8 Polymerasekettenreaktion (PCR) 
 
Die Methode der PCR wurde angewendet, um cDNA-Fragmente für die Sondenherstellung und 
verschiedene Fragmente des RGS4-Promotors zu amplifizieren.  
 
Zur Sondenherstellung wurde folgender Ansatz verwendet: 25 pmol Primer, 20 ng Plasmid-DNA 
als template 240 µM dNTP, 1x PCR-Puffer mit Mg+ (Roche, Basel) und 1 u Taq-Polymerase 
(Roche, Basel) ad 50 µl A. bidest. Die Reaktion wurde mit dem Thermocycler 96plus (MWG 
Biotech, Ebersberg) mit folgendem Programm und Primerkombination durchgeführt: 
 
T3/T7 Primerkombination (für das Plasmid pT3T7-Pac) 
1x 2 min 95°C 
               35x [30 s 95 °C – 30 s 45 °C – 90 s 72 °C] 
               1x 10 min 72 °C 
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T3 (Fw): 5’-AAT TAA CCC TCA CTA AAG GG-3’ 
T7 (Rv): 5’-TAA TAC GAC TCA CTA TAG GG-3’ 
 
M13+/- als Primer-Kombination (für das Plasmid pCMV-Sport6) 
    1x 2 min 95 °C 
    35x [30 s 95 °C – 30 s 55 °C – 90 s 72 °C] 
    1x 10 min 72 °C 
Fw: 5’-AGG GTT TTC CCA GTC ACG ACG TT-3’ 
Rv: 5’-TCA CAC AGG AAA CAG CTA TGA CC-3’ 
 
 
Zur Amplifikation des RGS4-Promotors wurde 1 u der JumpStart REDAccu Taq DNA 
Polymerase (Sigma), 1x Puffer (for Accu Taq LA DNA Polymerase (Sigma)), 240 µM dNTP, 20 
pmol Primer und 30 ng genomischer Ratten-DNA, ad 30 µl A. bidest, benutzt. Die genomische 
Ratten-DNA wurde zuvor mit dem Invisorb Genomic DNA Kit II (Invitek, Berlin) aus RINm5F-
LepRb-Zellen isoliert. 
 
Primer für die Amplifikation des RGS4-Promotors 
    1x 1 min 96 °C 
    35x [10 s 94 °C – 30 s 60 °C – 90 s 68 °C] 
    1x 5 min 68 °C 
 
-1500-Primer:  5’-AGC TGA GCT CGT CTT TAC AGG AGA GAG CTG-3’ 
-1000-Primer:  5’-AGC TGA GCT CGA ATT CAG CCC ATG ATA CTG-3’ 
- 500-Primer:   5’-A GCT GAG CTC ATC AAA TCA CTG CCC AGA GAC-3’ 
unterstrichen ist jeweils die Schnittstelle des Restriktionsenzyms Sac I 
 
+ 100-Primer:   5’-AGC TAA GCT TTG TTT AAC TGT GGG ATT CGG-3’ 
unterstrichen ist die Schnittstelle des Restriktionsenzyms Hind III 
 
Primer zur Mutation der CCAAT-Box: 
Fw:  5’-C CAT CTG ATT GAC TGC CGG GCG-3’ 
Rev: 5’-C GCC CGG CAG TCA ATC AGA TGG-3’ 
unterstrichen ist jeweils die veränderte Base 
 
 
2.2.9 Sequenzierung von Plasmid-DNA 
 
Die Sequenzierung der RGS4-Promotor-Fragmente wurde von SEQLAB (Sequence Laboratories 
Göttingen GmbH) durchgeführt. 
 
Andere Sequenzierungen wurden mit Hilfe des DNA Sequencing Kits (Applied Biosystems, 
Warrington, UK) durchgeführt. Die Auftrennung der Fragmente erfolgte über eine Kapillare des 
Sequenziergerätes Abi Prism 310 Genetic Analyzer (Applied Biosystems, Warrington, UK). 
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2.3 Klonierung des RGS4-Promotors 
 
Mit den in Abschnitt 2.2.8 genannten Primern wurden 3 Promotorfragmente (hier nach der 
Länge 500RGS4, 1000RGS4 und 1500RGS4 genannt) aus genomischer Ratten-DNA amplifiziert. 
Dafür wurde die JumpStart REDAccu Taq DNA Polymerase (Sigma) verwendet. Die Fragmente 
wurden mit dem SureClone Ligation Kit (Amersham Pharmacia Biotech) zuerst in den 
dazugehörigen Vektor (pUC 18 SmaI/BAP) kloniert, mit den Restriktionsendonukleasen HindIII 
und SacI wieder herausgeschnitten und über die gleichen Schnittstellen in den Vektor pGL3-
Basic (Promega) gerichtet kloniert. 
 
Folgende Basen wichen nach der Amplifikation der Promotorfragmente von der 
Datenbanksequenz des UCSC (http://genome.ucsc.edu) ab: 
1500RGS4-Promotor:  Base 67 (T); -429 (T); -442 (C); -778 (G), -796 (G); -882 (T); -1067 (C);       
   -1284 (G) 
1000RGS4-Promotor: Base -236 (G), -283 (C), -934 (G) 
 
In Klammern sind die Basen angegeben, die in den Promotorfragmenten nicht mit der 
Datenbanksequenz übereinstimmen. In Abb. 3.11, die die Sequenz des Ratten-RGS4-Promotors 
zeigt, ist an diesen Stellen die Datenbanksequenz dargestellt. 
 
Die Basen -236 und -283 wurden im 1000RGS4-Promotor der Datenbank-Sequenz entsprechend 
durch ortsgerichtete Mutagenese korrigiert.  
 
Für die CCAAT-Mutante (im weiteren 1000RGS4M genannt) wurde mit den in Abschnitt 2.2.8 
genannten Primern genau eine Base der CCAAT-Box im 1000RGS4-Promotor mutiert (oben 
grau gekennzeichnet): 
 
Mutationen wurden mit dem Quik Change Site Directed Mutagenesis Kit (Stratagene) durchgeführt. 
 
 
 
2.4 Plasmide 
 
 
2.4.1 Verzeichnis der in dieser Arbeit verwendeten Plasmide 
 
Folgende Plasmide wurden zur Herstellung von Sonden für Northern-Blots verwendet. Außer IRF-
1, das beim RZPD in Berlin bestellt wurde, standen alle Plasmide bereits unserem Institut zur 
Verfügung, sie waren zum Teil schon früher vom RZPD bezogen worden. 
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Tab. 2.1: Plasmide, die zur Sondenherstellung benutzt wurden 
Vektor GenBank1 Name2 Organismus Isolation3 Herkunft 
pT3T7-Pac AI059690 Fibrinogenβ Ratte PCR RZPD 
pBR322  GAPDH Ratte PCR Prof. Becker, Aachen 
pCMV 
SPORT6 
BC003821 IRF-1 Maus EcoRI 
Xho I 
RZPD 
pT3T7-Pac AI137617 LCN2 Ratte PCR RZPD 
pT3T7-Pac AA998280 PAP1 Ratte PCR RZPD 
pT3T7-Pac AI555126 Ppap2a Ratte PCR RZPD 
pT3T7-Pac AI502324 RGS4 Ratte PCR RZPD 
pEF-FLAG-I AI549140 SOCS3 Maus XbaI D Hilton, Melbourne 
pT3T7-Pac AI029806 SOD2 Ratte PCR RZPD 
pT3T7-Pac AA818532 Tachykinin Ratte  PCR RZPD 
pT3T7-Pac AA875008 tPA Ratte PCR RZPD 
 
1 Angegeben ist die GenBank -Zugangsnummer des Klons, der zur Sondenherstellung benutzt wurde. 
2 Für Erklärung der Abkürzungen vergleiche Tabelle 3.1 im Ergebnisteil. 
3 Präparation erfolgte durch PCR mit den in 2.2.8 angegebenen Sonden bzw. durch Verdau mit den hier  
  angegebenen Restriktionsendonukleasen. 
 
 
Tab. 2.2: Verzeichnis der in Reportergenassays verwendeten Plasmide einschließlich 
Mengenangabe 
 Plasmid verwendete Menge/6well 
Transfektion mit JetPEI 
 
  
Reportergen-Konstrukte pGL3α2M-Luc 1 0,5 µg 
 pGL3RGS4-Luc 2 0,5 µg 
 pSVβGal3 1 µg 
Rezeptoren pMET7 LepRb-Mutanten 4 0,3 µg 
andere pCAG GS Neo STAT 3F 5 1,5 µg 
 pSUPER leer6 angepasst als Leerkontrolle 
 pSUPER SOCS3 1 0,3 µg 
MATra (für RINm5F-Zellen) 
 
  
Reportergen-Konstrukte pGL3RGS4-Luc 2 0,8 µg 
 
1 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. F. Schaper, Institut für Biochemie, RWTH Aachen.   
2 Konstrukt in dieser Arbeit kloniert (siehe Abschnitt 2.3) 
3 Promega Zugangsnummer X65335 
4 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. Jan Tavernier, Universität Gent (siehe Abschnitt    
  2.4.2)) 
5 freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. F. Schaper, Institut für Biochemie, RWTH Aachen   
  [Nakajima et al., 1996]. 
6 konstruiert nach [Brummelkamp et al., 2002], freundlicherweise zur Verfügung gestellt von Prof. B.  
  Lüscher, Institut für Biochemie, RWTH Aachen.   
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2.4.2 Verwendete Tyrosinmutanten-pWZLneo-LepRb Konstrukte 
 
Um die Bedeutung der intrazellulären Tyrosinreste Y985, Y1077 und Y1138 besser zu verstehen, 
wurden diese jeweils zu Phenylalanin mutiert und in den Vektor pMET7 kloniert. Diese 
Mutanten wurden in der Arbeitsgruppe um Prof. Jan Tavernier (Rijksuniversitat Gent, Belgien) 
hergestellt [Eyckerman et al., 1999] und uns freundlicherweise zur Verfügung gestellt. Die 
mutierten Leptinrezeptor-cDNAs sind am 3’-Ende mit einem myc-tag aus den 11 Aminosäuren 
GEQKLISEEDL fusioniert. 
Folgende Mutanten wurden in den Promotorassays benutzt: 
 
WT (YYY)  Alle Aminosäuren unverändert 
 
#179 (FFY) Mutation der Tyrosinreste Y985 und Y1077 zu Phenylalanin. Y1138 bleibt 
unverändert. 
 
#180 (FYF) Mutation der Tyrosinreste Y985 und Y1138 zu Phenylalanin. Y1077 bleibt 
unverändert. 
 
#181 (YFF) Mutation der Tyrosinreste Y1077 und Y1138 zu Phenylalanin. Y985 bleibt 
unverändert. 
 
#182 (FFF) Mutation aller Aminosäuren zu Phenylalanin. 
 
 
2.5 Säugerzelllinien und ihre Kultivierung 
 
 
2.5.1 Säugerzelllinien 
 
Die HIT-T15-Zellen erhielten wir von Prof. Dr. Annette Schürmann (Deutsches Institut für 
Ernährungsforschung, Potsdam-Rehbrücke). Die HepG2-Zellen erhielten wir von Dr. Johannes 
Bode (Klinik für Gastroenterologie, Hepatologie und Infektiologie, Medizinische Klinik der 
Heinrich-Heine-Universität, Düsseldorf). Die RINm5F-Zellen wurden uns von Dr. Dagmar 
Meyer zu Heringsdorf (Institut für Pharmakologie, Universitätsklinikum Essen) zur Verfügung 
gestellt. Die PC12-Zellen erhielten wir von Dr. Ralf Hausmann (Institut für Pharmakologie und 
Toxikologie, RWTH Aachen) und die H4IIEC3-Zellen von PD Dr. Andreas Barthel (Abteilung 
für Endokrinologie, Heinrich-Heine- Universität Düsseldorf) (Tabelle 2.3). 
 
Die in dieser Arbeit verwendeten RINm5F-Zellen wurden in Vorarbeiten von Paul Hekerman 
mit Retroviren, die die cDNA für den murinen Leptinrezeptor (und die in Abschnitt 2.4.2 
beschriebenen Mutanten) enthalten, stabil transfiziert [Hekerman, 2004]. Sie werden im 
Folgenden RINm5F-LepRb genannt. 
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Tab. 2.3: Übersicht über die in dieser Arbeit verwendeten Zelllinien 
 
Zelltyp Gewebe Organismus Herkunft 
H4IIEC3 Leber (Hepatom) Ratte Dr. Barthel, Düsseldorf 
HepG2 Leber (Hepatom) Mensch Dr. Bode, Düsseldorf 
HIT-T15 Insel (Insulinoma) Syrischer Goldhamster Dr. Schürmann, Potsdam 
PC12 Phäochromozytom Ratte Dr. Hausmann, Aachen 
RINm5F Insel (Insulinoma) Ratte Dr. Meyer zu Heringdorf, Essen 
 
 
2.5.2 Lösungen für die Zellkultur 
 
DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and L-Glutamine (PAA Laboratories) 
DMEM/NUT.MIX F12 With Glutamax-I (1:1) and Pyridoxine (PAA Laboratories) 
RPMI 1640 (1x) with L-Glutamine (PAA Laboratories) 
Foetal Calf Serum (FCS) Virus screened (PAA Laboratories) 
Horse Serum (PAA Laboratories) 
Trypsin-EDTA Solution (10x) (Gibco BRL) 
Penicillin/Streptomycin Solution (Invitrogen) 
 
 
2.5.3 Medien und allgemeine Kulturbedingungen 
 
Die in dieser Arbeit beschriebenen adhärent wachsenden Säugerzellen wurden in einer 
wasserdampfgesättigten Atmosphäre mit einem Gasgemisch aus 5% CO2 und 95% Luft bei      
37 °C kultiviert. Die Zellen wurden in 80 cm2-Kulturflaschen („Nunclon ∆-Surface“, Fa. Nunc, 
Rosilde/Dänemark) mit 10 ml Kulturmedium gehalten. Das Medium wurde alle zwei, maximal 
drei Tage erneuert. 
 
 
 
Es wurde außerdem mit RINm5F-Zellen gearbeitet, 
die zusätzlich zum Leptinrezeptor mit einem 
Rezeptor-Konstrukt stabil transfiziert waren, das aus 
dem extrazellulären Teil des murinen Erythropoetin-
Rezeptors (EpoR) und intrazellulär aus dem 
humanen transmembranen und zytoplasmatischen 
Teil des gp130 (siehe Abb.2.1) besteht. Das 
Konstrukt wurde freundlicherweise von Prof. Fred 
Schaper, Institut für Biochemie, RWTH Aachen, zur 
Verfügung gestellt [Hemmann et al., 1996] und von 
Holger Knobelspies retroviral in RINm5F-LepRb-
Zellen transfiziert. 
 
Abb. 2.1: Schema des EpoR/gp130-
Konstruktes 
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Kulturmedium für H4IIEC3-Zellen 
Basismedium DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and L-Glutamine mit 10% FCS und 
1% Penicillin/Streptomycin 
 
Kulturmedium für HepG2-Zellen und RINm5F-Zellen 
Basismedium RPMI 1640 (1x) with L-Glutamine mit 10% FCS und 1% Penicilline/Streptomycin 
 
Kulturmedium für HIT-T15-Zellen 
Basismedium DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and L-Glutamine mit 10% FCS und 
1% Penicillin/Streptomycin 
 
Kulturmedium für PC12-Zellen 
Basismedium DMEM (1x) High Glucose With Sodium Pyruvate and L-Glutamine mit 10% Horse Serum, 
5% FCS und 1% Penicillin/Streptomycin 
 
 
2.5.4 Subkultivierung 
 
Die Zellen wurden vor Erreichen der Konfluenz passagiert, d.h. subkultiviert, um eine 
Kontaktinhibition zu vermeiden. Dafür wurde zunächst das Medium abgenommen, die Zellen 
mit 10 ml PBS gewaschen und mit 1 ml 0,05% Trypsin/EDTA für 5 bis 15 min inkubiert. Die 
Ablösung der Zellen wurde unter dem Mikroskop (Nikon TMS) kontrolliert und durch Zugabe 
von 10 ml Kulturmedium gestoppt. Die Zellen wurden gründlich resuspendiert und je nach 
gewünschter Verdünnung auf neue Kulturflaschen verteilt. Für weitere Versuche wurde die 
Zellzahl in einer Neubauer-Kammer (Engelbrecht, Edermünde) bestimmt und die entsprechende 
Zellzahl in Petrischalen überführt. 
 
 
2.5.5 Kryokonservierung 
 
Einfrieren 
Zur Konservierung wurden die Zellen in möglichst niedriger Passagezahl eingefroren. In 80 cm2-
Kulturflaschen wurde 24 h vor der Konservierung das Medium gewechselt. Am nächsten Tag 
wurden die Zellen mit 10 ml PBS gewaschen und in 1 ml 0,05% Trypsin/EDTA abgelöst und in 
10 ml Kulturmedium resuspendiert. Die Zellsuspension wurde bei 1300 rpm und RT pelletiert, 
das Medium abgesaugt und das Zellpellet in 2 ml FCS mit 10% (v/v) DMSO aufgenommen und 
resuspendiert. Je 1 ml der Zellsuspension wurden in ein Kryoröhrchen pipettiert und in einem 
mit Isopropanol gefüllten Einfrierbehälter (Freezing Container, Nalgene, Rochester, NY) bei      
–80 °C einer Temperaturabnahme von 1 °C/min ausgesetzt, um am nächsten Tag in flüssigen 
Stickstoff überführt zu werden. 
 
Auftauen 
Die dem flüssigen Stickstoff entnommenen Zellen wurden bei 37 °C aufgetaut, in einem 15 ml-
Röhrchen in 10 ml Kulturmedium resuspendiert, und 5 min bei 1300 rpm pelletiert. Die Zellen 
wurden dann in 10 ml frischem Kulturmedium in einer 80 cm2-Kulturflasche ausgesät. 
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2.5.6 Inkubation eukaryotischer Zellen mit Zytokinen 
 
Zur Untersuchung der Signaltransduktion in Northern- bzw. Western-Blot-Experimenten wurden 
die Zellen mit verschiedenen Zytokinen stimuliert. Dazu wurden die Zellen in 85 mm-
Petrischalen (Cellstar Petrischalen 94 x 16 mm, Fa. Greiner Labortechnik, Frickenhausen) 
ausgesät und bis zu einer Dichte von 80% wachsen gelassen. 20 h vor Beginn der Stimulation 
wurde das Kulturmedium durch Medium ohne FCS ersetzt. Für die Stimulation wurde das 
jeweilige Zytokin zu den Zellen pipettiert, durch Schwenkbewegungen verteilt und bei 37 °C 
inkubiert. Die Isolierung von RNA bzw. Zellprotein erfolgte nach der bei den jeweiligen 
Versuchen angegebenen Zeitspanne. 
 
Für Promotorassays wurden die Zellen in Multidish 6 wells (Nunclon ∆ Surface) ausgesät und 
nach Erreichen einer Dichte von 80%  transient transfiziert, um sie 24 h später serumfrei zu 
setzen und sofort mit den entsprechenden Zytokinen zu stimulieren. Nach weiteren 24 wurden 
die Zellen lysiert. 
 
Verwendete Zytokine: 
 
Epo:  Rekombinantes humanes Erythropoetin  wurde uns freundlicherweise von 
Prof. Fred Schaper, Institut für Biochemie RWTH Aachen zur Verfügung 
gestellt. Konzentration: 420 U/µl. 
 
hIL-6:  Rekombinantes humanes IL-6 wurde von der Firma PeproTech (London, 
England) bezogen. Der angegebene ED50-Wert wurde durch die 
Stimulation der Proliferation von IL-6 abhängigen murinen 7TD1-Zellen 
bestimmt. Es wurde in 7 mM Essigsäure gelöst und auf eine 
Konzentration von 10 µg/ml eingestellt. 
 
rIL-6: Rekombinantes Ratten-IL-6 wurde von der Firma PeproTech (London, 
England) bezogen. Der ED50-Wert wurde durch die Stimulation der 
Proliferation von IL-6 abhängigen murinen 7TD1-Zellen bestimmt. Es 
wurde in A. bidest gelöst und auf eine Konzentration von 10 µg/ml 
eingestellt. 
 
sIL-6Rez: Rekombinanter humaner löslicher IL-6-Rezeptor wurde von der Firma 
PeproTech (London, England) bezogen. Der ED50-Wert wurde durch die 
Verstärkung der IL-6-induzierten Wachstumshemmung von murinen M1-
Zellen bestimmt. Er wurde in A. bidest gelöst und auf eine Konzentration 
von 10 µg/ml eingestellt. 
 
IFN-γ:  Rekombinantes Ratten IFN-γ wurde von der Firma Serotec bezogen. Es 
wurde in 5 mM Tris HCl, pH 8,0; 100 mM NaCl gelöst und auf eine 
Konzentration von 1 mg/ml eingestellt 
 
IL-1β:  Rekombinantes humanes IL-1β wurde freundlicherweise von Herrn Dipl.-
Biol. Xianping Yang (Institut für Biochemie, RWTH Aachen) zur 
Verfügung gestellt. Die Konzentration der Stammlösung betrug 50 U/µl. 
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Leptin:  Rekombinantes murines Leptin wurde von der Firma PeproTech 
(London, England) bezogen. Es wurde in 10 mM Natriumcitrat pH 4,0 
gelöst und auf eine Konzentration von 1mg/ml eingestellt. 
 
OSM: Rekombinantes humanes Onkostatin M wurde von der Firma PeproTech 
(London, England) bezogen. Der ED50-Wert wurde durch die 
Stimulation der Proliferation von humanen TF-1-Zellen bestimmt. Es 
wurde in A. bidest gelöst und auf eine Konzentration von 10 µg/ml 
eingestellt. 
 
 
2.6 Verfahren zur transienten Transfektion von Säugerzelllinien 
 
Das Kulturmedium wurde 2-3 h vor Transfektion gegen frisches Medium ausgetauscht.  
 
HIT- und HepG2-Zellen wurden mit dem cationic polymer transfection reagent  jetPEI (Qbiogene, 
Heidelberg), RINm5F-Zellen wurden mit der Magnet Assisted Transfection-Methode (MATra, IBA, 
Göttingen) nach Angaben der Hersteller transfiziert. Mengen der verwendeten Plasmide siehe 
Tab.2.2. 
 
 
2.7 Western-Blot und immunchemische Detektion spezifischer  
Proteine  
 
2.7.1 Isolation von Proteinen aus Säugerzelllinien 
 
Die Herstellung von Gesamtlysaten erfolgte folgendermaßen: Säugerzellen wurden in Multidish 6 
wells (Nunclon ∆ Surface) herangezogen und zum gewünschten Zeitpunkt auf Eis lysiert. Dazu 
wurden sie zuerst mit PBS gewaschen und anschließend in 100 µl STAT-Lysepuffer abgerubbert. 
Die Zellsuspension wurde in Eppendorfgefäße überführt und 2x für jeweils 30 sec mit Ultraschall 
behandelt. Zelltrümmer wurden durch Zentrifugation (5 min bei 12000 rpm und +4 °C) 
abgetrennt, der Überstand abgenommen und bei –80 °C gelagert. 
 
 
2.7.2 Western-Blot 
 
Für den Nachweis spezifischer Proteine wurden diese zunächst in einer SDS-Polyacrylamidgel- 
elektrophorese (SDS-PAGE) aufgetrennt: Das SDS-Gel bestand aus zwei Teilen: einem Trenngel 
(pH 8,8) und einem darüberliegendem Sammelgel (pH 6,8) und wurde durch zwei Glasplatten 
und Klammern in Form gehalten. Die Proben wurden in 0,5x LSB/DTT 7 min bei 95 °C 
denaturiert, auf Eis abgekühlt und in die Geltaschen pipettiert. Der Gellauf erfolgte in 1x 
Elektrodenpuffer bei 10 mA (Sammelgel) oder 20 mA  (Trenngel). 
 
Der Transfer aufgetrennter Proteine aus dem SDS-Polyacrylamid-Gel auf eine Nitrocellulose-
Membran (Protran, Schleicher & Schuell, Dassel) erfolgte im Tankblot-Verfahren (Tankblot TE 
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22 Mighty Small Transphor, Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA). Die 
Nitrocellulose wurde für einige Minuten in Transferpuffer äquilibriert und die Transfereinheit wie 
folgt zusammengebaut (von Kathode zu Anode): ein in Transferpuffer gesättigtes Filterpapier 
(Nr. 382461, Schleicher & Schuell, Dassel), das Gel, die blasenfrei aufgelegte Membran und ein 
weiteres Filterpapier. Geblottet wurde in der mit Transferpuffer gefüllten Apparatur bei 200 mA 
für 2 h unter Wasserkühlung. Die transferierten Proteine wurden für 3 min in Ponceau-S-Lösung 
angefärbt und die Höhe der Standardproteine markiert. Die so gefärbte Nitrocellulosemembran 
wurde durch 10 min Schütteln in TBST wieder entfärbt, unspezifische AK-Bindungsstellen 
wurden durch 1 h Schütteln bei RT in Blockinglösung abgesättigt.  
 
 
Tab. 2.4: Übersicht der verwendeten Antikörper 
 
Antikörper Verdünnung Organismus 
STAT3 (gesamt) 1:1000 Kaninchen 
STAT1 (gesamt) 1:1000 Kaninchen 
PY705-STAT3 1:1000 Kaninchen 
PY701-STAT1 1:1000 Kaninchen 
Phospho-p42/p44 ERK 1:1000 Kaninchen 
ERK (gesamt) 1:1000 Kaninchen 
 
 
Der Nachweis spezifischer, phosphorylierter Proteine erfolgte mit Phospho-Tyrosin-spezifischen 
Antikörpern (siehe Tab. 2.4). Die Antikörper wurden von der Firma Cell Signaling Technology 
(Beverly, MA, USA) bezogen. Die Antikörper wurden in TBST, das 5% (w/v) BSA und 0,02% 
(w/v) Natriumazid enthielt, verdünnt und bei +4 °C gelagert. 
 
Anschließend wurde die Membran über Nacht in dem primären Antikörper (siehe Tab. 2.4) 
inkubiert. Danach wurde überschüssiger primärer Antikörper durch drei mal 15 min waschen bei 
RT in TBST entfernt. Die Membran wurde danach 1 h auf dem Schüttler bei RT mit dem 
sekundären AK „ImmunoPureAntibody“ (Host: Goat-Anti, Antigen: Rabbit IgG) (Pierce) in einer 
Verdünnung von 1:5000 in 5% (w/v) Magermilchpulver in TBST inkubiert. Eine Inkubation von 
60 sec in der Detektionslösung (wurde immer frisch aus den ECL-Substratkomponenten I und II 
hergestellt) startete die Chemilumineszenz-Reaktion, und die Membran wurde ja nach Intensität 
des Signals im LAS 3000 Image Reader (FujiFilms) über einen Zeitraum von einigen Sekunden bis 
zu mehreren Minuten exponiert und digital gespeichert. Die Bandenintensität wurde mit der 
AIDA Image Analyzer v.4.00-Software ausgewertet. 
 
Um nach erfolgter Bindung spezifischer Antikörper die Membran erneut nutzen zu können, 
konnten diese Bindungen wieder gelöst werden, indem die Membran 30 min lang unter leichtem 
Schütteln im Wasserbad bei 50 °C in TBS mit 100 mM β-Mercaptoethanol und 2% SDS 
inkubiert wurde. Anschließend wurde die Membran zweimal für je 15 min in TBST-Puffer bei 
RT gewaschen und zuletzt für 1 h bei RT in TBST mit 3% BSA geblockt. 
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2.8 Blot- und Hybridisierungstechniken 
 
2.8.1 Northern-Blot 
 
Das Ziel der Northern-Blots bestand darin, die in der Agarosegelelektrophorese aufgetrennte RNA 
auf einen Nylonfilter zu transferieren und dort zu fixieren, um dann durch Hybridisierung 
radioaktiv markierter cDNA-Sonden den Anteil der spezifischen mRNA von der Gesamt-RNA 
nachzuweisen. Die Stärke des radioaktiven Signals gibt dabei Auskunft über die Menge der 
vorhandenen mRNA. 
 
Die isolierte Gesamt-RNA (siehe Abschnitt 2.2.6) wurde in einem denaturierenden Agarosegel 
aufgetrennt (siehe Abschnitt 2.2.7). Die RNA wurde daraufhin mit der Kapillar-Blot-Technik auf 
einen Nylon N+-Filter (Amersham Pharmacia Biotech) über Nacht geblottet. Als Blotting-Puffer 
diente 10 x SSC. Am nächsten Tag wurde die Nylon-Membran für 5 min in 2 x SSC geschwenkt, 
angetrocknet und die RNA mittels UV-Licht (0,4 J/cm2, λ=312 nm) kovalent und irreversibel an 
die Membran gebunden. Danach wurden die restlichen Salze durch Schütteln in A. bidest 
abgewaschen und die durch Ethidiumbromid angefärbte 18S- und 28S-rRNA (bei der Ratte 1874 
bp bzw. 4718 bp) als Größenmarker gekennzeichnet. 
Anschließend wurde die Membran an der Luft vollständig getrocknet und trocken und 
lichtgeschützt aufbewahrt. 
 
Die Markierung von cDNA-Fragmenten (vgl. Tabelle 2.1 mit Plasmiden, die zur Herstellung von 
Sonden benutzt wurden) mit [α32P]-dCTP erfolgte nach dem Verfahren des random-primed-labeling 
[Feinberg et al., 1983]. 50-500 ng DNA wurden mit 1-1,5 µg Hexanukleotid-Primer (Amersham 
Pharmacia Biotech) vermischt und die DNA für 10 min bei 97 °C denaturiert. Nach Zugabe von 
20 µCi [α32P]-dCTP (3 000 Ci/mmol, Hartmann Analytics, Braunschweig), 5 u Klenow-
Fragment (MBI Fermentas, Vilnius, Litauen) und 1 x OLBfCTP erfolgte die Synthese eines 
neuen Stranges bei Raumtemperatur über Nacht. Danach wurde die markierte DNA mit Hilfe 
des Nucleotid Removal Kit (Qiagen, Hilden) aufgereinigt und in 200 µl Elution Buffer eluiert. Die 
Effizienz der Markierung wurde in 3 x 1µl-Aliquots im Beta-Counter (Model LS6000SC, 
Beckman, Fullerton, CA/USA) nach Hinzugabe von 7 ml Ready Protein Liquid Scintillation 
Cocktail (Beckman Instruments) gemessen. 
 
Die zu hybridisierenden Filter wurden zunächst in Hybridisierungsröhren (Durchmesser 35 mm) 
in 15 ml Northern-Blot-Hybridisierungspuffer für mind. 90 min bei 42 °C im Drehofen (Biometra, 
Göttingen) prähybridisiert, um unspezifische Bindungsstellen abzusättigen. Anschließend wurde 
die Sonde, nachdem sie zur Denaturierung kurz aufgekocht und auf Eis abgeschreckt wurde, 
hinzugegeben und über Nacht bei 42 °C hybridisiert. 
 
Am nächsten Tag erfolgte die Waschung nach folgendem Protokoll: 
  1x 15 min mit 2 x SSC/0,1% SDS bei 42 °C im Drehofen 
  2x 15 min mit 0,8 x SSC/0,1% SDS bei 55 °C im Wasserbad 
  2x 15 min mit 0,3 x SSC/0,1% SDS bei 55 °C im Wasserbad 
 
Bei schwachen Sonden wurde der letzte Waschschritt weggelassen. 
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Die Filter wurden für 1-3 Tage auf einem Cyclone Storage Phosphor Screen (Packard, 
Meriden/USA) oder einer Imaging Plate BAS-MS 2325 (FujiFilms) bei RT exponiert und mit dem 
Phosphoimager STORM 820 (Amersham Pharmacia Biotech) ausgewertet. 
 
Um die Membranen nach erfolgter Hybridisierung erneut benutzen zu können, wurden die 
Sonden entfernt, indem sie in 150-200 ml 0,5% SDS aufgekocht wurden, um dann bei RT 
abzukühlen. Der Erfolg wurde durch Exposition von 1-3 Tagen auf einem der oben genannten 
Screens getestet. 
 
Für die Bestimmung der RNA-Halbwertszeit von RGS4 und SOCS3 (siehe Abb. 3.5) wurde die 
Bandenintensität mit der AIDA Image Analyzer v.4.00-Software ausgewertet. Doppelbestimmung 
wurden gemittelt und logarithmisch aufgetragen. Formeln für Regressionsgeraden wurden mit 
Microsoft Excel errechnet. 
 
 
2.9 Reportergenassays 
 
Nachdem die Zellen transient transfiziert wurden (siehe Abschnitt 2.6, für benutzte DNA-
Mengen siehe Tab. 2.2) und mit den entsprechenden Zytokinen über Nacht stimuliert wurden, 
wurden sie mit PBS gewaschen und danach in 100 µl Reporter Lysis Buffer, 5x (Promega) 6 min 
geschüttelt, abgerubbert und gevortext. Anschließend wurden Zellfragmente 1 min bei +4 °C und 
14 000 rpm abzentrifugiert und die Überstände für weitere Messungen auf Eis gelagert 
 
 
2.9.1 Luciferaseassays 
 
In den Luciferaseassays setzt die durch die stimulierte Promotoraktivität gebildete Luciferase 
(zusammen mit Mg2+) das Substrat Luciferin (+ ATP + O2) zu Oxiluciferin (+ AMP + PPi + 
CO2) und Licht um. Für die Messung der Lichtintensität (angegeben in relative light unit (RLU)) 
wurde entweder der Lumat LB 9507 oder das Orion Microplate Luminometer (beide von Berthold) 
benutzt.  
 
Es wurden 4 µl des Zelllysates und 20 µl Luciferase Assay Reagenz (Promega) zusammenpipettiert 
und gemessen. Es wurden immer Doppelbestimmungen durchgeführt, d.h. in einem Versuch 
wurden die Werte von zwei wells mit unabhängig transfizierten und stimulierten Zellen parallel 
bestimmt und gemittelt. 
 
In den Versuchen wurde häufig die relative Stimulation angegeben. Dabei wurde die relative 
Luciferaseaktivität (entspricht der durch β-Galaktosidase-Assay oder Proteingesamtbestimmung 
korrigierten RLU) der stimulierten Zellen auf die Aktivität der unstimulierten aber gleich 
transfizierten Zellen bezogen (Quotient: stimuliert / unstimuliert). 
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2.9.2 β-Galaktosidase 
 
Das β-Galaktosidase-Assay beruht auf der enzymatischen Umsetzung von Ortho-Nitrophenyl-β-
D-Galaktopyranosid (ONPG). Die Genexperssion des lacZ-Gens im pSV-β-Galactosidase Control 
Vector (siehe Tab. 2.2) wird dabei durch den SV40-Promotor getrieben. Das lacZ-Gen kodiert das 
Enzym β-Galaktosidase. Da die Bildung der β-Galaktosidase idealerweise unabhängig von der 
Zytokin-Stimulation der Zellen geschieht, dient diese Messung als Korrekturwert für eine 
unterschiedlich effiziente Transfektion der Zellen. 
 
Es wurden 4 µl des Zellexraktes mit 100 µl eines Mixes, bestehend aus 16,7 µl ONPG und 83,3 
µl β-Gal-Mix, 30 min bei 37 °C inkubiert und die Absorption bei 410 nm im Lambda E-
Microplate Reader (Biotech, Bad Friedrichshall) bestimmt. 
 
 
2.9.3 Proteingesamtbestimmung 
 
Bei einigen Versuchen wurde die Korrektur der RLU mit dem BCA Protein Assay Reagent Kit 
(Pierce) durchgeführt. Dabei wird nicht die Effizienz der Transfektion sondern die Effizienz der 
Zelllyse berücksichtigt.  
 
5 µl des Zellextraktes wurden mit 100 µl einer Mischung der BCA Working Reagents (A:B = 50:1)  
30 min bei 37 °C inkubiert, um anschließend bei 595 nm die Absorption mit dem Lambda E-
Microplate Reader (Biotech, Bad Friedrichshall) zu bestimmen. Es wurden jeweils 
Doppelbestimmungen durchgeführt. 
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3 Ergebnisse 
 
 
 
3.1 Effekte verschiedener Zytokine auf Leptin-regulierte Gene 
 
 
3.1.1 Differentielle Aktivierung von STAT-Faktoren durch verschiedene 
Zytokinrezeptoren 
 
Ziel dieser Arbeit war es, die Regulation verschiedener Gene durch Leptin in Inselzellen näher zu 
charakterisieren. Es wurden mit der langen Spleißvariante des Leptinrezeptors (LepRb) stabil 
transfizierte RINm5F-Zellen verwendet, da keine endogene Expression des LepRb in diesen 
Zellen gefunden worden war [Hekerman, 2004]. 
 
Zunächst sollte die Signaltransduktion der verschiedenen Zytokin-Rezeptoren charakterisiert 
werden. Um die Signaltransduktion des IL-6-Rezeptors zu untersuchen, wurden Zellen 
verwendet, die neben dem LepRb auch mit einem Rezeptorkonstrukt stabil transfiziert waren, 
das aus dem extrazellulären Teil des murinen Erythropoetin-Rezeptors und intrazellulär aus dem 
humanen transmembranen und zytoplasmatischen Teil des gp130 bestand (siehe Methodenteil 
2.5.1). Um Effekte des intrazellulären IL-6 Rezeptors (gp130) zu untersuchen wurden die Zellen 
mit Erythropoetin stimuliert. Die Zellen wurden für je 15 Minuten mit aufsteigenden Zytokin-
Konzentrationen behandelt, Gesamtproteine wurden isoliert und anschließend mit spezifischen 
Antikörpern untersucht. Da die STAT-Faktoren nach Aktivierung durch Zytokine phosphoryliert 
werden, wurde die Induktion von phosphoryliertem STAT1 bzw. STAT3 gemessen. Gesamt 
STAT3 bzw. gesamt STAT1 wurden als Kontrolle der gleichmäßigen Bandenbeladung bestimmt. 
 
Vergleicht man in Abb. 3.1 die STAT1- mit der STAT3-Phosphorylierung durch IFN-γ und 
Leptin, so fällt auf, dass IFN-γ spezifisch STAT1 phosphoryliert. Phosphoryliertes STAT3 ist 
auch nach 15 min Stimulation mit 50 ng/ml IFN-γ kaum vorhanden. Daneben wurde eine 
maximale STAT1-Phosphorylierung auch mit 50 ng/ml IFN-γ noch nicht erreicht. Leptin 
dagegen ist in der Lage, die Phosphorylierung beider Transkriptionsfaktoren zu induzieren, wobei 
der Effekt auf STAT3 stärker ist als der auf STAT1. Das Plateau der Dosis-Wirkungskurve ist für 
STAT1 bei 100 ng/ml erreicht, während bei STAT3 auch mit 500 ng/ml noch keine Sättigung 
erreicht wird.  
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Abb. 3.1: Dosis-Wirkungsbeziehung mit IFN-γ und Leptin 
RINm5F-LepRb-Zellen wurden 15 Minuten mit IFN-γ bzw. Leptin in den angegebenen Konzentrationen 
stimuliert. Gesamtlysate wurden im Western-Blot mit phosphospezifischen Antikörpern untersucht. Die 
Bandenintensität der STAT1- bzw. STAT3-Phosphorylierung wurde bestimmt (siehe Methodenteil 2.8.1) 
und logarithmisch dargestellt.  
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Abb. 3.2: Dosis-Wirkungsbeziehung mit Erythropoetin und Leptin 
RINm5F-LepRb Zellen, die zusätzlich mit einem Erythropoetin-GP130-Konstrukt (siehe Methodenteil 
2.5.1) stabil transfiziert waren, wurden 15 Minuten mit Erythropoetin bzw. Leptin in den angegebenen 
Konzentrationen stimuliert. Gesamtlysate wurden im Western-Blot mit phosphospezifischen Antikörpern 
untersucht. Die Bandenintensität der STAT1- bzw. STAT3-Phosphorylierung wurde bestimmt (siehe 
Methodenteil 2.8.1) und logarithmisch dargestellt.  
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In Abb. 3.2 wurden die Zellen mit Erythropoetin und Leptin stimuliert. Dies zeigte, dass die 
Stimulation von gp130 durch Erythropoetin nur zu einer geringen STAT1-, aber zu einer 
stärkeren STAT3-Phosphorylierung führt. Dabei liegt das Plateau zwischen 5 und 25 U/ml. 
Verglichen mit Leptin ist der Effekt auf STAT3 aber etwas schwächer. Betrachtet man die 
Phosphorylierung der MAP-Kinasen ERK1 und ERK2, so fällt auf, dass sie durch 100 ng/ml 
Leptin stimuliert  wurde. Durch eine Steigerung der Leptin-Konzentration auf 500 ng/ml kann 
dieser Effekt nicht erhöht werden. IFN-γ und Stimulation von GP130 zeigen nur eine sehr 
schwache Stimulation der MAP-Kinasen. 
 
Zusammengenommen zeigen diese Experimente, dass Leptin das breiteste Wirkspektrum zeigt, 
wobei die Aktivierung von STAT3 verglichen mit der von STAT1 stärker ist. IFN-γ zeigt eine 
relativ spezifische Aktivierung von STAT1, und bei der Signaltransduktion von IL-6 wird relativ 
spezifisch STAT3 aktiviert. 
 
Leptin pSTAT3 > pSTAT1 
IFN-γ pSTAT1 >>> pSTAT3 
IL-6 pSTAT3 >>> pSTAT1 
 
 
Anhand der genannten Versuche wurden folgende Zytokinkonzentrationen für die Northern-Blot-
Experimente festgelegt: 
 
Leptin 100 ng/ml 
IFN-γ 20 ng/ml 
Erythropoetin 7 U/ml 
 
 
Diese Konzentrationen sind stets höher als die Konzentrationen, die für eine halbmaximale 
Wirkung nötig sind. 
 
Die gewählte Leptin-Konzentration entspricht hohen pathophysiologischen Serum-Leptin-
Konzentrationen. Die gleiche Konzentration wurde auch verwendet, um die Leptin-regulierten 
Gene zu identifizieren [Hekerman, 2004]. Die Erythropoetin-Konzentration entspricht der 
Konzentration, die auch im Institut für Biochemie, RWTH Aachen, benutzt wurde, die das 
Zytokin und das chimäre Rezeptorkonstrukt freundlicherweise zur Verfügung stellten. In den 
folgenden Versuchen wurden RINm5F-Zellen außerdem mit 50 U/ml IL-1β stimuliert. Das 
entspricht Vorarbeiten von Paul Hekerman [Hekerman, 2004]. 
 
 
3.1.2 Expression von Leptin-regulierten Genen in RINm5F-Zellen nach 
Stimulation mit Leptin, Erythropoetin, IFN-γ und IL-1β 
 
3.1.1 zeigte, dass verschiedene Zytokine spezifische Transkriptionsfaktoren induzieren. 
Nachfolgend wurde untersucht, welche Transkriptionsfaktoren welches Gen hochregulieren. Zur 
Stimulation wurde zusätzlich IL-1β hinzugenommen, das den Transkriptionsfaktor NF-κB 
aktiviert und ein  wichtiges zytotoxisches Agens der Inselzellen darstellt.  
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Es wurden RINm5F-LepRb-Zellen (I) und RINm5F-LepRb-Zellen, die zusätzlich mit dem 
Erythropoetin-gp130-Konstrukt stabil transfiziert worden waren (II), für 3 bzw. 16 h mit Puffer 
als Negativkontrolle, Leptin, IL-1β, IFN-γ, Erythropoetin  oder Kombinationen dieser Zytokine 
(Leptin+IL-1β bzw. IL-1β+IFN-γ) stimuliert. Gesamt-RNA wurde isoliert und im Northern-Blot 
mit den entsprechenden radioaktiv markierten cDNA-Sonden hybridisiert (siehe Abb.3.3). 
GAPDH wurde als Ladungskonrolle und als Beispiel eines nicht durch die Zytokine regulierten 
Gens hybridisiert. IRF-1 diente als Positivkontrolle für die Wirkung von IFN-γ. 
 
Dabei zeigte IL-1β eine deutliche Induktion von RGS4, tPA, Ppap2a und LCN2, ein 
synergistischer Effekt von IL-1β und Leptin ist vorhanden. IL-1β induziert nur leicht 
Fibrinogenβ, SOD2, SOCS3 und Tachykinin. Bei SOD2 tritt allerdings ein starker synergistischer 
Effekt von IL-1β und Leptin auf. Die Genexpression von PAP1 wird durch Stimulation mit IL-
1β  nicht induziert.  
 
Betrachtet man die Effekte, die Erythropoetin, also die Stimulation des gp130 hervorruft, das 
vornehmlich den Transkriptionsfaktor STAT3 aktiviert, so sieht man bei RGS4 und Tachykinin 
stärkere und bei Fibrinogenβ, SOCS3, PAP1, tPA, Ppap2a, SOD2 und LCN2 eine eher schwache 
Induktion. Dabei fällt auf, dass die Stimulation mit Leptin zwar zu stärkeren aber analogen 
Effekten führt. Dies deutet darauf hin, dass bei der Aktivierung des Leptinrezeptors, die zur 
Transkription dieser Gene führt, STAT3 involviert ist.  Die einzige Ausnahme stellt PAP1 dar. 
Hier sieht man bei Leptin-Stimulation eine Zunahme des Effekts nach 16 h, nach Stimulation des 
gp130 zeigt sich jedoch eine Abnahme, verglichen mit dem 3 h-Wert. 
 
Von den hier untersuchten cDNAs wird keine eindeutig durch IFN-γ induziert. Allerdings ist ein 
synergistischer Effekt von IFN-γ und IL-1β bei tPA, SOD2 und Lipocalin vorhanden. Die 
Wirkung von IFN-γ konnte durch Hybridisierung mit der cDNA von IRF-1 bestätigt werden. 
 
Diese Ergebnisse zeigen, dass die untersuchten Zytokine differentielle Effekte auf die 
Genexpression haben. 
 
Tabelle 3.1: Übersicht der Gene, deren Sonden in den Northern-Blots verwendet wurden.  
 
off. Gensymbol Name     Abkürzung UniGene 
FGB fibrinogen, beta polypeptide (Fgb) Fibrinogenβ Rn.11416 
RGS4 regulator of G-protein signaling 4 RGS4 Rn.11065 
SOCS3 suppressor of cytokine signaling 3 SOCS3 Rn.127801 
PAP pancreatitis-associated protein PAP1 Rn.9727 
PLAT plasminogen activator, tissue tPA Rn.2779 
PPAP2 phosphatidate phosphohydrolase type 2a Ppap2a Rn.61687 
SOD2 superoxide dismutase 2 SOD2 Rn.10488 
TAC1 Tachykinin 1 Tachykinin Rn.1920 
LCN2 Lipocalin 2 LCN2 Rn.11303 
IRF1 interferon regulatory factor 1 IRF1 Rn.6396 
UniGene-URL: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=unigene 
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Abb. 3.3: Genexpression nach Stimulation mit Leptin [100 ng/ml], IFN-γ [20 ng/ml] 
Erythropoetin (Epo) [7 U/ml] und IL-1β [50 U/ml] und Kombinationen dieser Zytokine.  
RINm5F-LepRb-Zellen (I) und RINm5F-LepRb-Zellen, die zusätzlichen mit dem Erythropoetin-gp130-
Konstrukt stabil transfiziert waren (II), wurden für 3 bzw. 16 h mit diesen Zytokinen stimuliert, Gesamt-
RNA wurde isoliert und im Northern-Blot mit den angegebenen cDNAs hybridisiert. Die Einteilung in 
immediate early genes (A), delayed early genes (B) und late genes (C) wurde aus der Promotion von Paul Hekerman 
übernommen und geschieht in Anlehnung an Waelput et al. (2000). Zu den Abkürzungen (Gen-Namen) 
siehe Tab. 3.1. Die markierte Spur bei IRF-1 ist degradiert. Wegen Vertauschung fehlt bei SOD2 die 16 h-
Kontrolle in I. Da die Blots teilweise mehrfach benutzt wurden, sind alte Signale mit * gekennzeichnet. 
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3.1.3 Bestimmung der RNA-Stabilität durch Behandlung mit Actinomycin 
D 
 
Eine Hochregulation der mRNA kann durch eine verstärkte Syntheserate, z.B. auf 
Transkriptionsebene, oder durch Hemmung des mRNA-Abbaus erreicht werden. Zur 
Untersuchung des Abbaus wurde die mRNA-Stabilität durch Hinzugabe von Actinomycin D 
getestet, einem Hemmstoff der Transkription. Dabei wurde auch der Abbau unter Einfluss 
verschiedener Zytokine untersucht.  
 
RINm5F-LepRb-Zellen wurden zunächst für 3 h mit Puffer (Negativkontrolle) bzw. Leptin oder 
IL-1β stimuliert. Danach wurde das Medium abgenommen und dem frischen Medium erneut 
Puffer, Leptin oder IL-1β bzw. die Kombinationen Actinomycin D mit einem der Zytokine 
hinzugefügt (siehe Schema 3.1 und Abb. 3.4). Durch diesen Versuchsaufbau sollte auch geklärt 
werden, ob Leptin oder IL-1β in der Lage sind, die mRNA nach Hemmung der Transkription zu 
stabilisieren, ob also durch Zugabe eines der Zytokine zu Actinomycin D das Signal, im Vergleich 
zur alleinigen Gabe von Actinomycin D, verstärkt würde.  
 
 
 
Schema 3.1: Untersuchung der mRNA-Stabilität durch Behandlung mit Actinomycin D. 
Beschreibung des Versuches siehe Abb. 3.4. 
 
 
Ist das Signal nach alleiniger Stimulation mit einem der Zytokine stärker als nach Stimulation mit 
einem der Zytokine und anschließender Behandlung mit Actinomycin D, so weist dies auf 
Kurzlebigkeit der mRNA hin. Dies ist bei RGS4, PAP1, Fibrinogenβ und SOCS3 der Fall. 
 
In zwei Fällen konnten Leptin und IL-1β nach erfolgter Leptinstimulation den RNA-Abbau 
reduzieren: Im Fall von Fibrinogenβ waren beide Zytokine in der Lage, nach vorheriger 
Stimulation mit Leptin die RNA zu stabilisieren. Bei vorheriger Stimulation mit IL-1β war dies 
nicht der Fall. Bei PAP1 konnten auch beide Zytokine nach vorheriger Stimulation mit Leptin 
eine mRNA-Stabilisation herbeiführen. Zu bemerken ist, dass IL-1β alleine nicht in der Lage war, 
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die Expression von PAP1 zu stimulieren. Man könnte daher vermuten, dass der vermeintlich 
stabilisierende Effekt durch IL-1β auf einem Synergismus zwischen IL-1β und Leptin beruht. 
Dies schließen die Ergebnisse aus Abb. 3.3 aber aus. 
 
In den anderen Fällen zeigte Leptin  keinen Einfluss auf die mRNA-Stabilisierung, sondern greift 
vermutlich regulierend in die Transkription ein. 
 
Als Kontrolle für die Wirkung von Actinomycin D wurde SOCS3 verwendet. Da SOCS3 ein 
kurzlebiges Transkript ist, war zu erwarten, nach 3 h Transkriptionshemmung keine SOCS3-
mRNA mehr nachweisen zu können, was im Experiment bestätigt wurde. Als Kontrolle für die 
gleichmäßige Beladung der Spuren und als langlebiges Transkript wurde GAPDH verwendet, 
dessen mRNA keiner Zytokinregulation unterlag. 
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Abb. 3.4: Untersuchung der RNA-Stabilität durch Behandlung mit Actinomycin D 
RINm5F-LepRb-Zellen wurden 3 h mit Puffer (Kontrolle), Leptin [100 ng/ml] oder IL-1β [50 U/ml] 
stimuliert. Das Medium wurde danach komplett abgehoben. Dem neuen Medium wurden dann Leptin 
oder IL-1β (jeweils in der gleichen Konzentration) bzw. Actinomycin D [5 µg/ml] alleine oder die 
Kombinationen Leptin+Actinomycin D bzw. IL-1β+Actinomycin D hinzugegeben. Diese zweite 
Stimulation dauerte ebenfalls 3 h. Die Zellen wurden erneut in immediate early genes (A), delayed early genes (B) 
und late genes (C) eingeteilt (s.o.). 
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3.2 Regulation der Genexpression und Promotoraktivität von 
RGS4 durch Leptin 
 
 
3.2.1 Stabilität der mRNA von RGS4 
 
Da diese Arbeit den Schwerpunkt auf die Untersuchung von RGS4 legt, sollte dessen 
Genexpression und Regulation der Promotoraktivität in den weiteren Versuchen näher 
charakterisiert werden. 
 
Zu Beginn sollte die Halbwertszeit der mRNA von RGS4 untersucht werden. Zum Vergleich 
wurde die cDNA von SOCS3 als Kontrolle auf diesem Blot hybridisiert, da bekannt ist, dass 
SOCS3 ein Gen mit sehr kurzlebiger mRNA ist.  
 
Zunächst wurden RINm5F-LepRb-Zellen über Nacht mit Leptin stimuliert, um eine höhere 
Ausgangsmenge der betreffenden RNA zu erreichen. Anschließend wurden die Zellen für die 
angegebenen Zeiten mit Actinomycin D behandelt. Als Kontrolle wurde DMSO verwendet, da 
Actinomycin D hierin gelöst war. Zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung wurde der Blot 
anschließend mit GAPDH hybridisiert (Abb. 3.5). Die Bandenintensitäten (als Korrelat für die 
verbleibende RNA) wurden digital ausgewertet (siehe Methodenteil 2.9.1) und in Prozent 
aufgetragen, bezogen auf die Intensität bei Zugabe des Actinomycin D (=0 min). Dabei wurden 
die Doppelbestimmungen gemittelt. Anschließend wurde eine Regressionsgerade mit einem 
Schnittpunkt bei 100% gezogen. GAPDH wurde als langlebiges Transkript aufgetragen, bei dem 
kein RNA-Abbau zu beobachten ist. SOCS3 wurde als besonders kurzlebiges Gen aufgetragen, 
die Halbwertszeit lag hier bei ca. 45 min. RGS4 liegt mit einer Halbwertszeit von ca. 3 h 
dazwischen und gehört damit zu den kurzlebigen mRNAs. 
 
Formeln zur Berechnung der Regressionsgeraden: 
 
RGS4: y = 100e-0,0039x 
SOCS3:  y = 100e-0,0149x 
GAPDH:  y = 100e-0,0003x 
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Abb. 3.5: RNA-Stabilität von RGS4 und SOCS3 in RINm5F-LepRb-Zellen nach 
Stimulation mit Leptin. RINm5F-LepRb-Zellen wurden über Nacht mit Leptin [100 ng/ml] und am 
nächsten Tag für die angegebenen Zeiten mit Actinomycin D [5 µg/ml] behandelt. Anschließend wurde 
Gesamt-RNA isoliert und mit den angegebenen cDNA-Sonden hybridisiert. GAPDH diente zur 
Kontrolle der gleichmäßigen Beladung der Spuren. Die Bandenintensität wurde gemessen (siehe 
Methodenteil) und in Prozent, bezogen auf die Intensität bei Zugabe des Actinomycin D (=0 min), 
angegeben. Dabei wurden die Intensitäten der Doppelbestimmungen gemittelt. Anschließend wurde eine 
Regressionsgerade eingezeichnet.  
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3.2.2 Einfluss von Cycloheximid auf die Genexpression von RGS4 in 
RINm5F-LepRb-Zellen 
 
In diesem Versuch wurde der Effekt von Cycloheximid, einem Hemmstoff der Translation, auf 
die Genexpression in RINm5F-LepRb-Zellen getestet. Dafür wurden die Zellen zunächst 20 min 
mit CHX stimuliert. Anschließend wurde dem Medium Leptin oder IL-1β bzw. eine 
Kombination dieser Zytokine hinzugegeben. Nach 3 h wurden die Zellen lysiert. 
 
Hier konnte erneut die Induktion von RGS4 durch Leptin gezeigt werden, die unter CHX-
Behandlung eher verstärkt war. Die Induktion durch IL-1β fällt hier sehr schwach aus (vgl. Abb. 
3.3) und kann durch CHX nicht verstärkt werden. Erneut wird der synergistische Effekt von 
Leptin und IL-1β deutlich, der ebenfalls durch CHX verstärkt wird. Betrachtet man die 
Genexpression von Lipocalin 2, so ist nur eine schwache Induktion nach Stimulation mit Leptin 
und IL-1β zu sehen. Dies ist nicht verwunderlich, da Lipocalin 2 zu den spät induzierten Genen 
gehört und die Zellen hier nur 3 h mit den Zytokinen stimuliert wurden. Der synergistische 
Effekt der beiden Zytokine ist aber erneut nachweisbar (vgl. Abb. 3.3). Die Genexpression wird 
jedoch durch CHX eher abgeschwächt. Nach Hybridisierung mit tPA zeigt sich ebenfalls wieder 
ein synergistischer Effekt von Leptin und IL-1β. Auch hier wird die Genexpression durch 
Zugabe von CHX abgeschwächt. Zur Kontrolle wurde erneut GAPDH hybridisiert. 
 
Die Ergebnisse zeigen, dass die Stimulation der RGS4-Expression durch Leptin nicht von einer 
aktiven Proteinsynthese abhängt. Zur Sicherung dieser Erkenntnis müsste dieses Ergebnis noch 
einmal bestätigt werden. 
 
Abb. 3.6: Einfluss von CHX auf die Genexpression von RGS4, LCN2 sowie tPA in RIN-
Zellen. RINm5F-LepRb- Zellen wurden für 20 min mit CHX [10 µM] behandelt. Danach wurden für 3 
h Leptin [100 ng/ml], IL-1β [50 U/ml], sowie die Kombination dieser Zytokine hinzugegeben. 
Anschließend wurde Gesamt-RNA isoliert und in einem Northern-Blot-Experiment mit den angegebenen 
cDNAs hybridisiert. GAPDH diente zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung der Spuren.  
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3.2.3 Kurzzeitstimulation von RINm5F-LepRb-Zellen mit Leptin 
 
In diesem Versuch sollte die Zeit bestimmt werden, die zur Stimulation von RINm5F-LepRb-
Zellen mit Leptin nötig ist, um die Genexpression von RGS4 zu induzieren. Zum Vergleich 
wurde SOCS3 als schnell induzierbares Gen ebenfalls hybridisiert. Die Zellen wurden für den 
angegebenen Zeitraum mit Leptin stimuliert, anschließend Gesamt-RNA isoliert und in einem 
Northern-Blot-Experiment  mit den angegebenen cDNAs hybridisiert (siehe Abb. 3.7 (A)). 
 
Im Falle von RGS4 war bereits nach 30 min Stimulation eine leichte Induktion erkennbar, die 
nach 45 min deutlich intensivierte. Dies deutet auf eine schnelle Regulierbarkeit des Gens hin. 
Analog zu RGS4 wurde auch die Genexpression von SOCS3 untersucht. Es zeigte sich, dass 
SOCS3 noch schneller induzierbar ist, da schon eine Stimulation von 15 min einen deutlichen 
Effekt erzielte.  
 
Da bekannt war, dass IL-6 vorwiegend STAT3 als Transkriptionsfaktor aktiviert, sollte außerdem 
die Genexpression von RGS4 nach IL-6-Stimulation untersucht werden (Abb. 3.7 B). Der IL-6-
Rezeptor wurde in RINm5F-Zellen schon in früheren Arbeiten nachgewiesen [Hekerman, 2004]. 
Man sieht eine schwache RGS4-Induktion bereits nach einer Stimulation von 1 h. Diese nimmt 
auch nach 2 weiteren Stunden nicht zu. SOCS3 sollte als Kontrolle der IL-6-Wirkung dienen. Da 
diese Kontrolle negativ ausfiel, ist die Versuchsauswertung problematisch. Es sollte weiterhin 
geklärt werden, ob eine RGS4-Expression durch andere Faktoren induziert werden kann, die sich 
in fetalem Kalbsserum befinden. Deshalb wurden einige Zellen während IL-6-Stimulation nicht 
serumfrei gehalten. Dies war aber nicht der Fall. 
 
 
Abb. 3.7: Genexpression von RGS4 und SOCS3 nach Stimulation von RINm5F-LepRb-
Zellen. Kurzzeitstimulation mit Leptin für 0, 15, 30 und 45 min (A) bzw. mit Ratten-IL-6 
für 0, 60 und 180 min (B). RINm5F-LepRb-Zellen wurden für die angegebenen Zeiten mit Leptin 
[100 ng/ml] bzw. Ratten-IL-6 [1000 U/ml] stimuliert. Gesamt-RNA wurde isoliert und im Northern-Blot 
mit den angegebenen cDNAs hybridisiert. GAPDH diente zur Kontrolle der gleichmäßigen Beladung der 
Spuren.  
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3.2.4 Genexpression von RGS4 in PC12-LR8-Zellen nach Stimulation mit 
Leptin 
 
In diesem Versuch wurden PC12-LR8-Zellen für den angegebenen Zeitraum mit Leptin 
stimuliert, Gesamt-RNA isoliert und im Northern-Blot mit den angegebenen cDNAs hybridisiert 
(siehe Abb. 3.8). PC12-Zellen sind Ratten-Phäochromozytom-Zellen, es handelt sich also um 
neuronale Zellen. Sie stellen ein bekanntes Zell-System für RGS4 dar. Die hier verwendeten 
PC12-LR8-Zellen waren zuvor von Waelput et al., Universität Gent, stabil mit der langen 
Spleißvariante des Leptinrezeptors transfiziert worden und waren für verschiedene Zeiträume mit 
Leptin stimuliert worden, um Leptin-induzierte Gene zu charakterisieren 
 
Hier zeigte sich auch ohne Leptin-Stimulation ein starkes Signal der RGS4-RNA. Es war aber 
nicht möglich, die Expression dieser RNA durch Leptin-Stimulation weiter zu steigern. Als 
Kontrolle wurde SOCS3-mRNA nachgewiesen. Ein vergleichbares Ergebnis nach Hybridisierung 
von cDNA von SOCS3 fanden auch Waelput et al. (2000).  
 
 
 
 
Abb. 3.8: Zeitverlauf der Genexpression von RGS4 und SOCS3 in PC12-LR8-Zellen nach 
Stimulation mit Leptin. PC12-LR8-Zellen wurden mit Leptin [100 ng/ml] für den angegebenen 
Zeitraum stimuliert, Gesamt-RNA wurde isoliert und mit den angegebenen cDNAs in einem Northern-
Blot-Experiment hybridisiert. Die RNA stellte freundlicherweise Jan Tavernier, Universität Gent, zur 
Verfügung. 
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3.2.5. Einfluss von Onkostatin M und humanem IL-6 auf die Genexpression 
von SOCS3 und RGS4 in HepG2-Zellen 
 
Um die Beeinflussung von Onkostatin M und humanem IL-6 auf die Genexpression zu testen, 
wurden zunächst Reportergenassays durchgeführt, um die Wirkung der eingesetzten Zytokine bei 
der verwendeten Konzentration zu testen (siehe Abb. 3.9 (A)). Die Reportergenassays wurden in 
der humanen Zelllinie HepG2 durchgeführt, um die untersuchten Effekte auch in anderen 
Zelllinien zu zeigen. Bei HepG2-Zellen handelt es sich um eine menschliche Hepatoma-Zelllinie. 
Die beiden hier verwendeten Zytokine vermitteln ihre Signaltransduktion über die Aktivierung 
von STAT3. Der alpha2M-Promotor (des alpha-2-Makroglobulingens der Ratte) wurde 
verwendet, weil er durch Bindung von STAT3 aktiviert wird [Wegenka et al., 1993] und bekannt 
war, dass er gut stimulierbar ist [Bahrenberg et al., 2002]. Da die Promotoraktivität durch die 
Kombination von humanem IL-6 mit dem löslichen humanen IL-6 Rezeptor nicht stärker 
stimulierbar war als durch humanes IL-6 alleine, wurde diese Kombination im Northern-Blot nicht 
mehr verwendet (siehe Abb. 3.9 (B)). 
 
 
 
 
Abb. 3.9: Beeinflussung der Genexpression in HepG2-Zellen durch Stimulation mit 
humanem Onkostatin M (OSM) und humanem IL-6 (hIL-6). In (A) wurden HepG2-Zellen, 
die zuvor mit dem alpha2M-Promotor (0,5 µg) transient transfiziert wurden,  für 24 h mit humanem OSM 
[100 ng/ml], hIL-6 [10 ng/ml] bzw.  hIL-6 + löslichen IL-6-Rezeptor (sIL-6R)[500 ng/ml]stimuliert. (Die 
Werte richteten sich nach den ED50-Werten des Herstellers, siehe Methodenteil 2.5.6.) Die Zellen wurden 
lysiert, Luciferasewerte wurden auf β-Galaktosidase-Aktivität korrigiert. In (B) wurden HepG2 Zellen 1 
bzw. 3 h mit OSM [100 ng/ml] und hIL-6 [10 ng/ml] stimuliert, Gesamt-RNA wurde isoliert und im 
Northern-Blot mit den angegebenen cDNAs hybridisiert.  
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Bei den Northern-Blots, die ebenfalls in HepG2-Zellen durchgeführt wurden, zeigte sich eine 
Induktion der Genexpression von SOCS3 durch Stimulation mit Onkostatin M und IL-6. Die 
Genexpression nahm in beiden Fällen nach 3 h Stimulation ab. Dieser transiente Effekt ließ sich 
bei SOCS3 auch nach Stimuation mit Leptin in RINm5F-Zellen beobachten (vgl. Abb. 3.7 A und 
Abb. 3.8). Im Gegensatz zu RINm5F-Zellen (Abb. 3.7 B) ist SOCS3 in HepG2-Zellen durch IL-
6 stimulierbar. Entweder hat also das Ratten-IL-6, das in Versuch 3.7 B benutzt wurde, nicht 
gewirkt, oder der Unterschied ist daurch zu erklären, dass verschiedene Zellsysteme benutzt 
wurden. Da RGS4 in HepG2-Zellen offenbar nicht exprimiert wird, lassen sich hier keine 
Rückschlüsse auf die Stimulierbarkeit durch die verwendeten Zytokine ziehen. 
 
 
3.2.6 Expression von RGS4 in PC12-Zellen und H4IIEC3-Zellen durch 
Stimulation mit IL-6 
 
Dieser Versuch diente zur Untersuchung der Genexpression von RGS4 nach IL-6-Stimulation, 
jedoch in anderen Zelllinien. Dafür wurden zwei verschiedene Ratten-Zelllinien benutzt: PC12-
Zellen (Phäochromozytom-Zellen) und H4IIEC3-Zellen (Hepatoma-Zellen) wurden für 1 h bzw. 
3 h mit Ratten-IL-6 stimuliert. Anschließend wurde Gesamt-RNA isoliert und in einem Northern-
Blot-Experiment mit der cDNA von RGS4 hybridisiert. Außerdem wurde cDNA von SOCS3 
hybridisiert, da es ein durch STAT3-reguliertes Gen darstellt (siehe Abb. 3.10).  
 
Da keine eindeutige Induktion von SOCS3 durch IL-6 erkennbar war und die Positiv-Kontrolle 
somit negativ ausfiel, ist keine eindeutige Aussage über die IL-6-Response von RGS4 möglich. Es 
konnte nur bestätigt werden, dass PC12-Zellen eine hohe basale RGS4-Expression zeigen. Da 
hier das gleiche Ratten-IL-6 wie in Versuch 3.2.3 benutzt wurde, muss dessen Wirksamkeit 
angezweifelt werden. 
 
 
 
Abb. 3.10: Expression von RGS4 
bzw. SOCS3 durch IL-6 in PC12-
und H4IIEC3-Zellen. PC12- Zellen 
wurden 3 h mit Puffer (Kontrolle) bzw. 
Ratten-IL-6 [1000 U/ml] stimuliert. 
H4IIEC3-Zellen wurden für 1 bzw. 3 h 
mit Ratten-IL-6 [200 U/ml] und zur 
Kontrolle 3 h mit Puffer stimuliert. 
Anschließend wurde Gesamt-RNA 
isoliert und in einem Northern-Blot-
Experiment mit den angegebenen 
cDNAs hybridisiert. Die RNA der 
H4IIEC3-Zellen wurden freundlicher-
weise von Paul Hekerman aus unserer 
Arbeitsgruppe zur Verfügung gestellt.  
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3.2.7 Klonierung verschiedener Konstrukte des Ratten-RGS4-Promotors 
 
Um die transkriptionelle Regulation der RGS4-Expression weiter aufzuklären, sollte der RGS4-
Promotor aus RINm5F-Zellen amplifiziert werden. Dazu wurden ca. 1500 Basen vor dem 
Transkriptionsstart mittels PCR amplifiziert. Außerdem wurden Amplifikate von ca. 1000 bp und 
500 bp hergestellt (siehe Methodenteil 2.2.8 und 2.3). Diese Amplifikate wurden vollständig und 
in unabhängigen Klonen sequenziert (siehe Methodenteil 2.2.9). Das Ergebnis der Sequenzierung 
ist hier gezeigt: 
 
 
-1483                  gtctttacaggagagagctggggacttgccctt  -1451 
-1450 aactgacatacctattcccctctttaacatttgtctactgtctgcatact  -1401 
-1400 cagctagccaggggaagatgtgaatagtaaggtgggtggttagggcaata  -1351 
-1350 gtcttcctggtccagagcatagaacattgcatgtttctatttctcctttt  -1301 
-1300 atattcttagtacctgagagaaacccatctctaaagaaagggactggtac  -1251 
-1250 ctttccttcttgtgtgcaaatcatctgatatcttgtttttacatgctttc  -1201 
-1200 accccctgaagattgagaagcagtgatgtccacattccaggccactggac  -1151 
-1150 tacgaccggtgatctttaagatgagagctgttttgttgagacactgaagt  -1101 
-1100 aaacctctcccttccagtcaccactccccagtgtgaacacggtccctttg  -1051 
-1050 tagtgcatatctgggtattttcaaccacgatcacaggatgtgattatagt  -1001 
 
-1000 gcgctttcaggagcccgaagaattcagcccatgatactgaatgtggaaga  -951 
-950 ttctcagaagctcagaagcaacagcagggacggctgctctcccaccggtc  -901 
-900 tgtcccctcagcctgctgacaggcaacgcgaagtacacatcttcctgcct  -851 
-850 gctggatctcctctctcctctctcctctctctagttttctcttttgaaca  -801 
-800 ataaagatctagcgttacagacataccatgtaaactcagctgagatggaa  -751 
-750 ttggtgtcttatgtgtttatccaccccctgctttggtcttaagttgctgt  -701 
-700 ttcagacttttgcaggaatcgagcttcttcagaaagaagcacgccagagc  -651 
-650 tgtgctgaattttgtacctagtaacggatttaggaatgttgcaaagataa  -601 
-600 attgatcacaatcatactggatttaatttcccttggctggtttccctacg  -551 
-550 ctgcccgacatatagctgtctgctatccacatccctctgtgccttatttt  -501 
 
-500 atcggcaggcttattttatcaaatcactgcccagagacctcgatcttagt  -451 
-450 accaactctgccttacaccacccagaatatatttctgactcaaagagaaa  -401 
-400 tgtgtattgaaagccagacgcaaaataagataaagatcctctgctggttt  -351 
-350 ctttttttctgggaggcaagttctttagacattgattttacaagccaacg  -301 
-300 aataagtctcatatttttcagaaccatggattctatagatcctctcctac  -251 
-250 aaattcagaacttcacacattggtagaaatgttgagcaaaacgtcctttt  -201 
-200 ctgttgcgaacggcttccctccgctgggtccctttgcatcccccatgcgt  -151 
-150 cagtagtttcttccccctttctaaagggctggagaggcagagcgcctcag  -101 
-100 cagcagagcggatcctatagccctgccatctgattggctgccaggcgcgt  -51 
-50 ggctgggctataaaagagacccctacaggcttgagaggcagaggctcaga  -1 
 1 GGATTCTGACAGCTTCTTTGCAGAGCAGAAGCAACTGTGCTCAAAATAGA  50 
 51 AACCACCGTTGCTCCCGCTGCCTTTCTCTCCTCGCTCCGAATCCCACAGT  100 
          M  C  K  G  L  A…. 
101 TAAACAAGATGTGCAAAGGACTCGCTGGT 
 
Abb. 3.11: Sequenz des Ratten-RGS4-Promotors. Die Pfeile zeigen die Ansatzpunkte der zur 
Amplifikation verwendeten Primer und geben damit Anfang und Ende der verschiedenen 
Promotorfragmente an. Der Anfang der Sequenz von Exon1 wurde mit +1 nummeriert, er stammt aus 
der UCSC-Datenbank (http://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgBlat, assembly von june 2003). TATA- und 
inverse CCAAT-Box, sowie potentielle STAT-Bindungsdomänen wurden unterstrichen. Die STAT-
Bindungsdomänen wurden mit folgender Software gefunden: Transcription Element Search System (TESS: 
http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess). Umkringelte Basen wichen in der Sequenz aus RINm5F-
Zellen von der Datenbanksequenz ab, d.h. sie waren in drei unabhängigen PCR-Produkten gleich, aber 
entsprachen nicht der Sequenz der Datenbank. Da mit Hilfe der Datenbank der Primer für die CCAAT-
Box-Mutation geplant wurde, entspricht bei der so hergestellten CCAAT-Mutante die Base -58 der 
Datenbank. 
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Ratte    cagcagagcg gatcctatag ccctgccatc tgattggctg ccgggcgcgt  -51 
Maus    .......... ..g...gc.. a....t.... .......... .....t....   
Mensch   .t........ .--------- -----tcg.. .......... gac..tcgta 
Rhesusaffe  c..ag....t .g.a..gc.. ag...t.g.. .......... gacc.tcgta 
Rind      g..ag....t .g.at.ac.. a.....t... .......... gac..tcgc-  
 
Ratte    ggctgggcta taaaagagac ccctacaggc ttgagaggca gaggctcaga  -1  A    
Maus      .....a.... .......... ...ac.g... ....a..c.. .......... 
Mensch    -......... .......... .......... ..agc...a. ..c.......  
Rhesusaffe a......... .......... .......... ..ag....a. ..c.......  
Rind      .......... .......... .......... ...g....g. ..c.......  
 
 
Ratte    GGATTCTGAC AGCTTCTTTG CAGAGCAGAA GCAACTGTGC TCAAAATAGA  50 
Maus      .......... .......... .......... .......... ..........  
Mensch    .......... .ATA.....A .C.GAG.AG. .GC.AA..A. G.TC..AGCC   
Rhesusaffe .........A .ATA.....A .C.GAG.AG. .GC.AA..A. G.TC..AGCC 
Rind    .......... ..TA.....A .C.GAG.A.. .GC.AA.... G.TC.GA.CA      
 
   
RGS4  –61      c a g c c a a t c a      -71 
                | | | | | | | | | |     B
 NF-Y-consensus y r r c c a a t c a 
 
Abb. 3.12: Konservierung der CCAAT- und TATA-Box des RGS4-Promotors in 
verschiedenen Säugetier-Genomen. (A) zeigt das Alignment des Promotors im Bereich der 
invertierten CCAAT-Box und TATA-Box von RGS4 von Ratte, Maus, Mensch, Rhesusaffe und Rind. Die 
Sequenz des Schimpansen entspricht exakt der menschlichen Sequenz und wurde deshalb nicht 
dargestellt. Die verfügbaren genomischen Sequenzen von Hund, Opossum und Xenopus tropicalis 
wurden ebenfalls überprüft, dabei wurde keine Sequenz gefunden, die Ähnlichkeit aufweist. Das Alignment 
wurde manuell erstellt. (B) zeigt die Ähnlichkeit der CCAAT-Box und ihrer Umgebung mit der 
Konsensus-Bindungs-Region von NF-Y (y repräsentiert Pyrimidin-Basen, r Purin-Basen) [Koessler et al., 
2004]. Die Base, die für Versuch 3.2.12 mutiert wurde ist unterstrichen. 
 
Vergleicht man die Sequenzen der RGS4-Promotor-Regionen der verschiedenen in der 
Datenbank verfügbaren Spezies (Abb. 3.13 (A)), so fällt auf, dass der Abstand zwischen TATA- 
und CCAAT-Box identisch ist, mit Ausnahme jeweils einer Base beim Menschen und Rind. Die 
Basensequenzen, die die beiden Boxen flankieren, stimmen exakt überein. 
 
Abb. 3.12 (B) zeigt das Alignment der CCAAT-Box mit ihrer Umgebung des RGS4-Promotors 
mit der Consensus-Bindungssequenz des Transkriptionsfaktors NF-Y. Es fällt auf, dass die 
beiden Basenfolgen übereinstimmen. 
 
 
3.2.8 Regulation des RGS4-Promotors durch Stimulation mit Leptin in 
RINm5F-Zellen 
 
Mit Hilfe von Promotorassays sollte nun die Regulation der Genexpression von RGS4 genauer 
untersucht werden. Dafür wurden die verschiedenen Promotorfragmente in den pGL3-Basic 
Vektor kloniert. Abgeleitet von der Länge der Promotorfragmente werden die so erstellten 
Vektoren im Folgenden 500RGS4-, 1000RGS4- und 1500RGS4-Konstrukt genannt.  
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Für diesen Versuch wurde die gleiche Zelllinie verwendet wie in den vorherigen Versuchen für 
die Northern-Blots. Die RINm5F-Zellen waren mit dem Wildtyp des LepRb (YYY) bzw. der 
LepRb-Mutante stabil transfiziert, an der nur noch der intrazelluläre Tyrosinrest Y1138 
vorhanden war (FFY). Durch diesen Rezeptor kann somit noch eine STAT3-Aktivierung 
stattfinden, eine Feedbackhemmung durch SOCS3 über den Tyrosinrest 985 ist aber nicht mehr 
möglich (siehe Einleitung). Für den Versuch wurden die Zellen transient mit dem 1500RGS4-
Konstrukt transfiziert und 24 h mit Leptin stimuliert und lysiert, um die relative 
Luciferaseaktivität zu messen (siehe Abb. 3.14). Die Zellen waren jedoch nur mit der Magnet 
assisted Transfection (MATra, IBA) (siehe Methodenteil 2.6) transfizierbar und dies war nur sehr 
uneffizient möglich. Aus diesem Grund wurden RINm5F-Zellen verwendet, die schon stabil mit 
dem entsprechenden Leptin-Rezeptor transfiziert waren. Nach Stimulation des Wildtyp-
Rezeptors konnte keine RGS4-Promotor-Induktion gemessen werden, und nach Stimulation der 
FFY-Mutante war die gemessene Induktion nur geringfügig höher. Zudem zeigten die 
gemessenen Werte eine starke Streuung, so dass alternative Zelllinien getestet wurden. 
  
 
 
 
Abb. 3.14: Regulation des RGS4-Promotors in RINm5F-Zellen durch Stimulation mit 
Leptin. Die verwendeten RINm5F-Zellen waren mit dem Wildtyp des LepRb (YYY) oder einer Mutante 
stabil transfiziert, die nur noch den intrazellulären  Tyrosinrest Y1138 enthielt (FFY). Hier wurden sie mit 
dem 1500RGS4-Promotor-Konstrukt transient transfiziert, 24 h später für 24 h mit Leptin [100 ng/ml] 
stimuliert und lysiert, um die relative Luciferaseaktivität zu bestimmen. Die Säulen stellen den Mittelwert 
der relativen Stimulation (behandelte/unbehandelte Zellen) aus 2 unabhängigen Versuchen dar; der 
Fehlerbalken gibt den Unterschied zwischen den beiden Versuchen wieder. Werte korrigiert durch 
Poteingesamtbestimmung. 
Abb. 3.13: pGL3-Karte mit 
dem RGS4-Promotor. Die 
RGS4-Promotor-Mutanten wurden 
über die Schnittstellen von SacI und 
HindIII gerichtet in den pGL3-
Basic Vektor (Promega) kloniert. 
Amp-R kennzeichnet das Gen, das 
für die Ampicillin-Resistenz ver-
antwortlich ist, luc+ kennzeichnet 
die cDNA, die die Firefly Luciferase 
kodiert.  
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3.2.9 Regulation des RGS4-Promotors durch Stimulation mit Leptin bzw. 
IL-1β in HIT-T15- und HepG2-Zellen 
 
Um für die Promotorassays eine besser geeignete Zelllinie zu finden, wurden in diesem Versuch 
HIT-T15-Zellen (eine Insulinoma-Zelllinie des syrischen Goldhamsters) und HepG2-Zellen 
getestet. Die Zellen wurden transient mit folgender DNA transfiziert: dem 1500RGS4-Konstrukt 
und dem Wildtyp des LepRb (YYY) bzw. der Mutante, die nur noch den intrazellulären 
Tyrosinrest Y1138 zeigte (FFY). Nach Stimulation für 24 h mit Leptin wurden die Zellen lysiert, 
und die relative Luciferaseaktivität bestimmt (siehe Abb. 3.15).  
 
Dabei zeigte sich, dass absolute Werte und relative Stimulation durch Leptin in HepG2-Zellen 
bei der FFY-Rezeptormutante höher liegen als in HIT-Zellen. Alle weiteren Promotorassays 
wurden daher in HepG2-Zellen durchgeführt. 
 
Neben Leptin wurden die Zellen auch mit IL-1β stimuliert, da im Northern-Blot-Versuch die 
Genexpression von RGS4 durch IL-1β stimuliert werden konnte (siehe Abb. 3.3). Dabei wurde 
in beiden Zelllinien die basale Promotoraktivität, die ohne Stimulation messbar ist, 
herunterreguliert. Dieses Ergebnis wurde zusätzlich in RINm5F-Zellen bestätigt (Daten nicht 
gezeigt).  
 
 
Abb. 3.15: Regulation des RGS4-Promotors durch Stimulation von HIT-T15- bzw. 
HepG2-Zellen durch Leptin [100 ng/ml] und IL-1β [50 U/ml]. HIT-T15- bzw. HepG2-Zellen 
wurden transient mit dem 1500RGS4-Promotor-Konstrukt und dem Wildtyp LepRb (YYY) oder der 
FFY-Mutante transfiziert, 24 h mit Leptin bzw. IL-1β stimuliert und lysiert, um die relative 
Luciferaseaktivität zu messen. Werte korrigiert durch Proteingesamtbestimmung. 
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3.2.10 Aktivität des RGS4-Promotors nach Leptin-Stimulation in 
Abhängigkeit verschiedener LepRb-Tyrosinreste 
 
Der Leptinrezeptor verfügt über drei intrazelluläre Tyrosinreste, die unterschiedlich Einfluss auf 
die Expression von Genen nehmen. Die RNA-Induktion von RGS4 nach Leptin-Stimulation der 
verschiedenen LepRb-Mutanten wurde bereits durch Paul Hekerman in dieser Arbeitsgruppe 
untersucht [Hekerman, 2004]. Dabei zeigte sich eine besonders starke Induktion der 
Genexpression von RGS4 nach Stimulation des LepRb, an dem nur noch der intrazelluläre 
Tyrosinrest Y1138 vorhanden war.  
 
Im weiteren Verlauf sollte die Beeinflussung des RGS4-Promotors durch Stimulation der 
verschiedenen Rezeptor-Mutanten untersucht werden. Hierfür wurden HepG2-Zellen mit 
Tyrosinmutanten des LepRb transient transfiziert, die nur noch je eines der intrazellulären 
Tyrosine enthalten. Die anderen beiden Tyrosine waren zu Phenylalanin mutiert (siehe 
Methodenteil 2.4.2). Die Zellen wurden zusätzlich mit dem 1500 bp langen Konstrukt des RGS4-
Promotors transient transfiziert, über Nacht mit Leptin stimuliert, lysiert und die relative 
Luciferaseaktivität bestimmt (siehe Abb. 3.16). 
 
Nur die Mutante, die ausschließlich den Tyrosinrest 1138 enthielt, zeigte eine deutliche 
Stimulation des RGS4-Promotors durch Leptin. Während alle anderen Mutanten, wie auch der 
Wildtyp,  keine oder eine nur sehr schwache Stimulation zeigten. 
 
Abb. 3.16: Aktivität des RGS4-Promotors nach Leptin-Stimulation in Abhängigkeit 
verschiedener LepRb-Tyrosinreste. HepG2-Zellen wurden transient mit den LepRb-Mutanten 
Y985F, Y1077F und Y1138F (siehe Methodenteil 2.4.2) und dem 1500RGS4-Promotor transfiziert und 
anschließend mit Leptin [100 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und die relative 
Luciferaseaktivität bestimmt. Dabei wurden die Daten auf unstimulierte, aber in gleicher Weise 
transfizierte Zellen bezogen. Angegeben ist der Mittelwert von 3 unabhängigen Versuchen +/-SD der 
relativen Stimulation. Werte korrigiert durch Proteingesamtbestimmung. 
 
 
3.2.11 Vergleich verschiedener Mutanten des RGS4-Promotors 
 
Um den Promotorbereich des RGS4-Gens näher zu charakterisieren, wurden HepG2-Zellen mit 
dem Leptinrezeptor, an dem nur noch der Tyrosinrest Y1138 (FFY) vorhanden war, und den 
verschiedenen Deletionskonstrukten des RGS4-Promotors transient transfiziert. Zusätzlich 
wurde eine Punktmutante erzeugt, bei der eine Base der CCAAT-Box mutiert wurde (siehe 
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Methodenteil 2.2.7). Nach 24 h Leptinstimulation wurden die Zellen lysiert um die relative 
Luciferaseaktivität zu bestimmen (siehe Abb. 3.17). Es wurde die FFY-Mutante benutzt, da sie im 
vorherigen Abschnitt die stärksten Leptineffekte zeigte. 
 
Vergleicht man die relative Luciferaseaktivität der einzelnen Konstrukte untereinander (Abb. 3.17 
(A): hier wurde die relative Luciferaseaktivität auf das unstimulierte 1000RGS4-Konstrukt 
bezogen), so fällt auf, dass mit abnehmender Länge des Konstruktes die relative 
Luciferaseaktivität abnimmt. Mutiert man nur eine Base der CCAAT-Box (1000MRGS4, siehe 
Methodenteil 2.2.8), so sinkt die Aktivität unter 10%, verglichen mit dem nicht mutierten 
1000RGS4-Konstrukt. 
 
Vergleicht man die durch Leptin erreichte Stimulation der verschiedenen Konstrukte (siehe Abb. 
3.17 (B)), so beträgt die relative Stimulation des 1000RGS4- und des 1500RGS4-Promotor-
Konstruktes ungefähr 2,5. Die relative Stimulation des 500RGS4-Konstruktes durch Leptin 
beträgt etwa 2,0. Das 1000RGS4-Promotor-Konstrukt, das die mutierte CCAAT-Box aufweist, 
wird durch Leptin nicht stimuliert. 
 
 
Abb. 3.17: Vergleich verschiedener RGS4-Promotor-Konstrukte. HepG2-Zellen wurden mit 
der FFY-Mutante des Leptin-Rezeptors (siehe Methodenteil 2.4.2) und den angegebenen Promotoren 
transient transfiziert. Nach 24 h Leptin-Stimulation [100 ng/ml] wurden die Zellen lysiert und die 
Luciferaseaktivität bestimmt. In (A) wurde die relative Luciferaseaktivität der einzelnen Promotor-
Mutanten in Relation zum 1000RGS4 gesetzt. In (B) wurde die relative Stimulation dargestellt. 
Angegeben ist der Mittelwert von 3 unabhängigen Versuchen +/- SD. Korrektur der Werte erfolgte durch 
Proteingesamtbestimmung. (C): Schema der verschiedenen Promotor-Mutanten. Diese sind nicht 
maßstabsgerecht dargestellt. 
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3.2.12 Leptin reguliert den RGS4-Promotor durch STAT3 
 
Es ist bekannt, dass der Tyrosinrest Y1138 des LepRb für die Rekrutierung und Aktivierung von 
STAT3 verantwortlich ist. Da die Mutante, die nur diesen Tyrosinrest (FFY) enthält, eine stärkere 
RGS4-Promotor-Aktivierung als die anderen Mutanten zeigte (siehe Abb. 3.16), sollte im 
Folgenden untersucht werden, ob der Grund hierfür tatsächlich die STAT3-Rekrutierung ist. 
Nach Transfektion der Zellen mit einem Konstrukt, das in der STAT3-codierenden Region zwei 
Punktmutationen aufweist, exprimierten diese Zellen neben intaktem STAT3 eine STAT3-
Mutante. Diese Mutante konnte sowohl mit intaktem als auch mit mutiertem STAT3 Dimere 
bilden und in den Zellkern wandern, war dort aber nicht in der Lage, an DNA zu binden. Sie 
kann also nicht als Transkriptionsfaktor wirken und schaltet dabei noch intakte 
Transkriptionsfaktoren aus. Deshalb sprechen wir von dominant negativem STAT3 (dnSTAT3). 
 
In diesem Versuch wurden HepG2-Zellen mit dem α2M-Promotor, mit der FFY-Mutante des 
LepRb und mit der STAT3-Mutante bzw. zur Kontrolle mit einem Leervektor, transient 
transfiziert (siehe Abb. 3.18 (A)). Dieser Versuch diente als Kontrolle für die Wirkung von 
dnSTAT3, da bekannt ist, dass der α2M-Promotor durch STAT3 reguliert wird [Wegenka et al., 
1993]. Es zeigte sich, dass durch Transfektion des dnSTAT3 die durch Leptin stimulierte 
Aktivität des α2M-Promotors stark abnimmt. 
 
 
 
 
Abb. 3.18: Der RGS4-Promotor wird über den Transkriptionsfaktor STAT3 reguliert. 
HepG2-Zellen wurden transient mit der LepRb-Y1138F-Mutante, dem alpha2M- (A) bzw. RGS4-
Promotor (B) und einer dominant negativen STAT3-Mutante (freundlicherweise von Prof Fred Schaper, 
Institut für Biochemie, RWTH Aachen, zur Verfügung gestellt [Nakajima et al., 1996]) transfiziert. Sie 
wurden 24 h mit Leptin stimuliert [100 ng/ml], anschließend lysiert und die Aktivität der Promotoren 
überprüft. Werte korrigiert durch Proteingesamtbestimmung. In (B) ist der Mittelwert +/- SD aus 3 
unabhängigen Versuchen dargestellt. In (C) wurden die Zelllysate eines der drei Versuche aus (B) im 
Western-Blot mit dem phosphospezifischen Antikörper P-Y705-STAT3 analysiert. 
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Um den RGS4-Promotor zu untersuchen, wurden nun HepG2-Zellen mit der FFY-Mutante des 
LepRb, dem 1000RGS4-Promotor-Konstrukt und der STAT3-Mutante transient transfiziert 
(siehe Abb. 3,18 (B)). Dabei konnte nach Ausschalten des Transkriptionsfaktors STAT3 keine 
Promotor-Aktivität mehr durch Leptin stimuliert werden. Daraus lässt sich schließen, dass der 
RGS4-Promotor durch STAT3 reguliert wird. In (C) wurden die Zelllysate eines der 3 Versuche 
aus (B) im Western-Blot aufgetragen, um die Überexpression von STAT3 zu zeigen, die durch die 
Transfektion der STAT3-Mutante erreicht wird. 
 
 
3.2.13 Ausschaltung von SOCS3 erhöht die Aktivität des RGS4-Promotors 
nach Stimulation mit Leptin 
 
Die vorherigen Versuchen zeigten, dass durch eine LepRb-Mutante, an der nur noch der 
Tyrosinrest Y1138 vorhanden war, die RGS4-Promotor-Aktivität erheblich stärker durch Leptin 
stimulierbar war als im Fall des LepRb-Wildtyps (siehe Abb. 3.16). Hierfür kann nicht die 
Regulation durch STAT3 verantwortlich sein, da in beiden Fällen der Tyrosinrest Y1138 
vorhanden ist und STAT3 rekrutiert werden kann. Allerdings ist bekannt, dass der LepRb durch 
den Feedbackhemmer SOCS3 beeinflusst wird, der am Tyrosinrest Y985 angreift. Da dieser 
Tyrosinrest in der FFY-Mutante zu Phenylalanin mutiert wurde, kann SOCS3 hier nicht mehr 
angreifen.  
 
Um zu testen, ob die Hemmung des LepRb durch SOCS3 einen Einfluss auf die Promotor-
Aktivität von RGS4 hat, wurde SOCS3 durch RNA-Interferenz ausgeschaltet. Dafür wurde der 
Vektor pSSOCS3 verwendet, der shRNA (short hairpin RNA) für SOCS3 kodiert. Diese shRNA 
wird zu siRNA (small interference RNA) prozessiert, bindet an komplementäre RNA und 
vermittelt so die Herunterregulation der Genexpression, in diesem Fall von SOCS3. Zur 
Kontrolle wurde die Abnahme von SOCS3 nach Transfektion von pSSOCS3 im Western-Blot 
nachgewiesen, durchgeführt von Simone Bamberg-Lemper (Daten nicht gezeigt). HepG2-Zellen 
wurden mit dem LepRb-Wildtyp, dem 1000RGS4-Promotor und pSSOCS3 (siehe Methodenteil 
Tab. 2.2) transient transfiziert. Als Negativkontrolle diente der entsprechende Leervektor (pSleer) 
(siehe Abb. 3.19).  
 
Abb. 3.19: Stimulation des RGS4-Promotors durch Leptin nach Ausschaltung von SOCS3. 
HepG2-Zellen wurden transient mit dem Wildtyp-LepRb, dem 1000RGS4-Promotor-Konstrukt und 
einem Vektor, der RNA-Interferenz für SOCS3 vermittelt (pSSOCS3) bzw. zur Kontrolle mit einem 
Leervektor (pSleer) transfiziert. Die Zellen wurden 24 h mit Leptin [100 ng/ml] stimuliert und lysiert, um 
die relative Luciferaseaktivität zu messen. Gezeigt ist der Mittelwert +/- SD der relativen Stimulation von 
3 unabhängigen Versuchen. Werte korrigiert durch Proteingesamtbestimmung. 
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Es wird deutlich, dass der durch den Wildtyp des LepRb vermittelte Leptin-Effekt auf den 
RGS4-Promotor zunimmt, wenn die Expression von SOCS3 durch RNA-Interferenz gehemmt 
wird. Der Effekt von SOCS3 auf den LepRb hat also einen Einfluss auf die Regulation des 
RGS4-Promotors. In den vorherigen Versuchen war die relative Stimulierbarkeit des RGS4-
Promotors durch den Wildtyp-Rezeptors gering (siehe Abb. 3.19). Durch diesen Versuch konnte 
aber gezeigt werden, dass auch der Wildtyp-LepRb eine Aktivierung vermitteln kann.  
 
 
 
 
3.3 Regulation der Promoteraktivität von Lipocalin 2 durch 
Leptin  
 
Neben dem RGS4-Promotor wurde auch die Regulation der Lipocalin-Promotor-Aktivität durch 
die verschiedenen LepRb-Mutanten untersucht (siehe Abb. 3.20). Dafür wurden HIT-T15-Zellen 
transient mit den verschiedenen LepRb-Mutanten, in denen jeweils nur noch eines der drei 
intrazellulären Tyrosine enthalten war, und dem Lipocalin-Promotor transfiziert.  
 
Auch hier zeigte sich, dass der Leptin-Effekt vom intrazellulären Tyr1138 abhängig ist. Durch 
Stimulation des Wildtyp-LepRb mit Leptin konnte die Promotor-Aktivität ungefähr um das 
Zehnfache gesteigert werden. Die Mutante, die nur noch den Tyrosinrest 1138 enthielt, zeigte die 
stärksten Effekte. Bei Stimulation der anderen Mutanten konnte kein Leptin-Effekt gemessen 
werden.  
 
 
 
Abb. 3.20: Aktivität des Lipocalin-Promotors nach Leptin-Stimulation in Abhängigkeit 
verschiedener LepRb-Tyrosinreste. HIT-T15-Zellen wurden transient mit den LepRb-Mutanten 
Y985F, Y1077F und Y1138F (siehe Methodenteil 2.4.2) und dem Lipocalin-Promotor transfiziert und 
anschließend 24 h mit Leptin [100 ng/ml] stimuliert. Die Zellen wurden lysiert und die Aktivität des 
Promotors untersucht. Gezeigt ist der Mittelwert der relativen Stimulation aus 3 unabhängigen Versuchen 
(Ausnahme: für FFY gilt n=2) +/- SD. Werte korrigiert auf β-Galaktosidase-Aktivität. 
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4 Diskussion 
 
 
 
4.1. Die Stimulation des Leptinrezeptors aktiviert ein breiteres 
Spektrum von STAT-Faktoren als die Stimulation des IFN-γ-
Rezeptors und des gp130 
 
Der Verlust von β-Zellen im Pankreas wird sowohl bei Typ 1- als auch bei Typ 2-Diabetes 
beobachtet. Diese beiden Diabetes-Typen (früher auch als insulin-dependent (IDDM) und non-
insulin-dependent diabetes mellitus (NIDDM) bezeichnet) gehen zwar einerseits auf unterschiedliche 
Ursachen zurück, andererseits beruhen das Versagen und die Zerstörung von β-Zellen 
vermutlich auf identischen Signalwegen [Mandrup-Poulsen, 2001], [Mandrup-Poulsen, 2003], 
[Donath et al., 2003]. 
 
Der Typ 1-Diabetes ist nach heutigen Erkenntnissen eine Autoimmunerkrankung, die auf dem 
Boden von genetischen und Umwelteinflüssen entsteht und zur Zerstörung von β-Zellen im 
Pankreas führt. Beim Typ 2-Diabetes liegt, in der Regel ausgelöst durch Überernährung und 
Bewegungsmangel, eine Insulinresistenz in Fett-, Muskel-, und Leberzellen vor. Allerdings kann 
man mit dieser Insulinresistenz alleine die Entstehung eines Typ 2-Diabetes nicht erklären, da 
auch bei dieser Krankheit im weiteren Verlauf eine β-Zell-Zerstörung stattfindet. Die Beteiligung 
von Enzündungsmediatoren wird als gemeinsamer Aspekt angesehen, der in beiden Fällen zur 
Apoptose von β-Zellen führt.  
 
Im ersten Teil der Arbeit wurde deshalb die Wirkung verschiedener Zytokine auf Insulinoma-
Zellen (RINm5F-Zellen) getestet. Die spezifische Aktivierung von STAT-Faktoren durch IL-6, 
IFN-γ und Leptin wurde zuerst in dem hier verwendeten Zellmodell (RINm5F-Zellen) bei 
verschiedenen Zytokin-Konzentrationen genauer untersucht. Wie auch Leptin vermitteln diese 
beiden Zytokine ihre Signaltransduktion unter anderem über den Jak/STAT-Signalweg. Während 
IFN-γ nur zur STAT1-Aktivierung führt, ist IL-6 in der Lage, sowohl STAT3 als auch STAT1 zu 
aktivieren [Gerhartz et al., 1996].  
 
In weiteren Versuchen wurde zusätzlich das Zytokin IL-1β hinzugenommen. Es wird von 
Makrophagen sezerniert, bindet an den Typ 2 IL-1-Rezeptor und aktiviert dadurch unter 
anderem den nuclear transcription factor κB (NFκB). In vitro ist IL-1β  das am stärksten zytotoxisch 
wirkende Zytokin, das die Funktion der β-Zellen hemmen kann. Unter anderem wird dafür die 
Induktion der Expression von iNOS (inducible nitric oxide synthase) verantwortlich gemacht, die zu 
einer massiven Produktion von NO führt [Donath et al., 2003]. Daneben existieren weitere Gene,
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deren Expression durch IL-1β induziert wird und deren Rolle bei der β-Zell-Zerstörung noch 
geklärt werden muss [Cardozo et al., 2001]. 
 
In den ersten Versuchen dieser Arbeit konnte bestätigt werden, dass Leptin in stabil transfizierten 
RINm5F-Zellen (RINm5F-LepRb) sowohl den Transkriptionsfaktor STAT3 als auch STAT1 
aktivieren kann. Die Signaltransduktion des IFN-γ-Rezeptors und von gp130, der 
signaltransduzierenden Untereinheit des IL-6-Rezeptors, erfolgt dagegen weniger breit: IFN-γ 
stimuliert spezifisch die Aktivierung von STAT1 und nach Stimulation des gp130 wird fast 
ausschließlich STAT3 aktiviert (siehe Abb. 3.1 und 3.2).  
 
Es fällt auf, dass die Aktivierung des gp130 neben einer relativ starken STAT3-Aktivierung nur 
zu einer schwachen STAT1-Aktivierung führt, obwohl bekannt ist, dass IL-6 beide STAT-
Faktoren aktivieren kann. Jedoch konnten Haan et al. zeigen, dass Zytokine vom IL-6-Typ, die 
das gp130 aktivieren, eine STAT1-Phosphorylierung weit weniger effizient induzierten als IFN-γ 
und IFN-α. Außerdem wurde nach gp130-Aktivierung phosphoryliertes STAT3 viel effizienter in 
den Zellkern transloziert als STAT1. Dies erklärt auch, warum nach gp130-Aktivierung keine 
Expression von STAT1-regulierten Genen beschrieben wurde [Haan et al., 2005]. Im Vergleich 
dazu führt eine Leptin-Stimulation zu einer wesentlich stärkeren STAT1-Phosphorylierung. 
 
Außerdem konnte bestätigt werden, dass Leptin in der Lage ist, die Phosphorylierung der MAP-
Kinasen ERK1 und ERK2 zu induzieren. Es ist bekannt, dass hierfür der Tyrosinrest 985 
verantwortlich ist (siehe Abb. 1.1) [Hekerman et al., 2005]. Die Stimulation der RIN-Zellen mit 
IFN-γ führte nur zu einer sehr schwachen Stimulation der MAP-Kinasen, obwohl gezeigt werden 
konnte, dass IFN-γ neben dem Jak/STAT-Signalweg auch andere Proteine für die 
Signaltransduktion aktivieren kann, so auch ERK1/2 [Ramana et al., 2002]. Auch die Stimulation 
des gp130 führte nur zu einer sehr schwachen Stimulation der MAP-Kinasen, obwohl bekannt 
ist, dass die IL-6-Zytokin-Familie in der Lage ist, den Ras-MAPK-Signalweg zu aktivieren 
[Hirano et al., 1997].  
 
Diese Ergebnisse zeigen klar, dass sich die untersuchten Zytokine in der Aktivierung von 
Transkriptionsfaktoren unterscheiden. Deshalb wurde untersucht, ob dies auch Konsequenzen 
für die Genexpression hat. 
 
Daneben dienten diese Versuche zur Festlegung der Zytokinkonzentrationen für die folgenden 
Versuche. Die Konzentrationen wurden so gewählt, dass sie höher sind als die Konzentrationen, 
die für eine halbmaximale Wirkung notwendig sind (siehe Abschnitt 3.1.1). IL-1β wurde später in 
einer Konzentration von 50 U/ml verwendet. Diese Konzentration wurde aus Versuchen mit 
RINm5F-Zellen von Paul Hekerman übernommen [Hekerman, 2004]. 
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4.2 Bei der Expression von Leptin-induzierten Genen spielt 
STAT3 eine wichtige Rolle 
 
Anhand der Ergebnisse aus 4.1 wurde in den folgenden Versuchen ermittelt, welche 
Transkriptionsfaktoren für die Expression einiger ausgewählter Gene verantwortlich sind. Die 
hier untersuchten Gene waren bereits früher als Leptin-regulierte Gene identifiziert worden 
[Hekerman, 2004]. Da diese Gene nach Leptin-Stimulation ein unterschiedliches 
Expressionsmuster zeigen, wurden sie in drei verschiedene Gruppen unterteilt: die „immediate early 
genes“ erreichen bereits nach 1 h Leptin-Stimulation ihr Maximum (dazu gehören SOCS3, 
Fibrinogenβ und RGS4), „delayed early genes“ erreichen nach 7 h ihr Maximum (dazu gehört PAP1) 
und die „late genes“ erreichen nach 16 h ihr Maximum (tPA, Ppap2a, SOD2, Lipocalin und 
Tachykinin). Diese Einteilung geschah in Anlehnung an Waelput et al., die in PC12-Zellen bereits 
SOCS3 und PAP1 als Leptin-stimulierbare Gene identifiziert hatten [Waelput et al., 2000].  
 
Eine Stimulierbarkeit durch Leptin wurde in allen Fällen bestätigt. Da Leptin ein breites 
Spektrum von Transkriptionsfaktoren aktiviert, sollten mit Hilfe der anderen Zytokine die 
involvierten Faktoren identifiziert werden. Tabelle 4.1 zeigt eine Übersicht der Ergebnisse von 
Abb. 3.3. 
 
Tabelle 4.1: Genexpression nach Stimulation mit Leptin, IFN-γ, IL-1β und Epo. Die 
Symbole in den beiden rechten Spalten bewerten den synergistischen Effekt dieser Zytokine und sind 
nicht quantitativ zu verstehen. 
 
Gen Leptin IFN-γ IL-1β Epo  Leptin+  
IL-1β 
IFN-γ+   
IL-1β 
 
Fibrinogenβ ++ ∅ + (+)  ++ ∅ 
RGS4 ++ ∅ ++ ++  + ∅ 
SOCS3 ++ ∅ ∅ (+)  ∅ ∅ 
 
PAP1 +++ ∅ ∅ (+)  ∅ ∅ 
 
tPA + ∅ ++ (+)  ++ ++ 
Ppap2a ++ ∅ ++ (+)  + ∅ 
SOD2 + ∅ + (+)  ++ ++ 
Tachykinin ++ ∅ + +  ∅ ∅ 
Lipocalin 2 ++ ∅ ++ (+)  ++ ++ 
 
 
Viele der Produkte der Leptin-induzierten Gene werden bei Entzündungsreaktionen 
ausgeschüttet (Fibrinogenβ, PAP1, Lipocalin 2 und Tachykinin), andere, wie RGS4, SOCS3 und 
Ppap2a haben eine Funktion bei der intrazellulären Signaltransduktion (siehe auch Abb. 1.1 und 
1.2). Ppap2a ist ein an die Plasma-Membran gebundenes Enzym, das die Dephosphorylierung 
von Phosphatidylsäure und Lysophosphatidylsäure katalysiert [Roberts et al., 1998]. Tachykinin 
gehört zu den Neuropeptiden und ist die Vorläufersubstanz von Substanz P. Substanz P ist ein 
Neurotransmitter, der an der Weiterleitung von Schmerzen beteiligt ist, aber auch bei 
Entzündungen und der Immunantwort eine Rolle spielt (für weitere Informationen siehe 
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beispielsweise [Harrison und Geppetti, 2001]). Für einige der Gene, wie Ppap2a und Tachykinin, 
wurde durch diese Experimente in dieser Arbeit erstmals die Regulation durch Zytokine 
beschrieben.  
 
Es zeigte sich, dass keines der untersuchten Gene durch IFN-γ stimuliert wird. Somit ist die 
Aktivierung von STAT1 nicht ausreichend, um die Expression dieser Gene zu induzieren. Durch 
Stimulation des gp130 zeigten sich dagegen in fast allen Fällen (ausgenommen PAP1) analoge, 
wenn auch etwas schwächere Effekte wie durch Stimulation des LepRb. Bei der Aktivierung 
dieser Gene durch Stimulation des LepRb spielt also der Transkriptionsfaktor STAT3 eine 
entscheidende Rolle.  
 
Da IL-1β ein wichtiger Entzündungsmediator in β-Zellen des Pankreas ist, wurden auch die 
Effekte von IL-1β auf die Genexpression in RINm5F-Zellen untersucht. Dabei zeigte sich eine 
deutliche Induktion von RGS4, tPA, Ppap2a und LCN2. Es fällt auf, dass RGS4, das durch 
Leptin-Stimulation in die Gruppe der „immediate early genes“  eingeordnet wurde, auch bereits nach 
3 h IL-1β-Stimulation eine deutliche Induktion zeigt. tPA, Ppap2a und LCN2 dagegen, die der 
Gruppe der „late genes“  angehören, werden auch durch IL-1β-Stimulation nach 16 h stärker 
induziert als nach 3 h. Rieneck et al. identifizierten mit Hilfe verschiedener Arrays ebenfalls in 
RINm5F-Zellen IL-1β-stimulierbare Gene durch Behandlung der Zellen mit 200 U/ml IL-1β. 
RGS4 zeigte nach 2 h Stimulation eine 5,7fache Induktion, die bei 24 h auf 4fach abfiel. Die 
Induktion von Fibrinogenβ und SOD2, die bei mir eher schwach ausgefallen ist, wurde in dieser 
Arbeit ebenfalls nachgewiesen. tPA, Ppap2a und LCN2 wurden nicht identifiziert. SOCS3 wurde 
als IL-1β-induzierbares Gen aufgefunden. Dies deckt sich nicht mit meinen Ergebnissen 
[Rieneck et al., 2000]. 
 
Außerdem wurde untersucht, ob Leptin und IL-1β überlappende Effekte auf die Genexpression 
in Insulinoma-Zellen haben. Dabei zeigte sich, dass die Wirkung von Leptin auf die 
Genexpression von Fibrinogenβ, Lipocalin 2, SOD2 und tPA durch IL-1β über einen additiven 
Effekt hinaus verstärkt wurde. Ein schwächerer synergistischer Effekt ist auch auf die 
Genexpression von RGS4 und Ppap2a zu finden. Leptin ist also in der Lage, den Effekt von IL-
1β auf β-Zellen zu verstärken. Da es aber auch vor Entzündung schützende Gene induziert (z.B. 
PAP1), stellt sich die Frage, ob Leptin in vivo einen protektiven oder einen zerstörenden Einfluss 
auf die β-Zellen des Pankreas hat. 
 
Cardozo et al. untersuchten früh und spät induzierte Gene in isolierten β-Zellen des Pankreas 
durch gleichzeitige Stimulation mit IL-1β [50 U/ml] und IFN-γ [100 ng/ml] und alleinige 
Stimulation mit IL-1β. Die Induktion von Fibrinogenβ, SOD2 und auch von tPA durch 
Stimulation mit IL-1β wurde, übereinstimmend mit meinen Ergebnissen, nachgewiesen. 
Synergistische Effekte auf die Induktion dieser Gene durch die kombinierte Stimulation mit IL-
1β und IFN-γ, wie sie hier in RINm5F-Zellen gefunden wurden, konnten allerdings nicht gezeigt 
werden. Die Effekte nach Kombination der beiden Zytokine waren sogar teilweise schwächer als 
durch alleinige Stimulation mit IL-1β [Cardozo et al., 2001]. 
 
IRF-1, das in diesem Versuch zur Kontrolle der IFN-γ-Wirkung eingesetzt wurde, zeigte keine 
Stimulierbarkeit durch gp130-Aktivierung. Im Gegensatz dazu fanden Abdollahi et al. eine 
Induktion von IRF-1 durch IL-6 in M1-Zellen (myeloide Vorläuferzellen) [Abdollahi et al., 1991]. 
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4.3 Regulation der Genexpression von RGS4 
 
4.3.1 RGS4 gehört zu den schnell induzierten Genen nach Leptin-
Stimulation  
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurden verschiedene Aspekte der Genexpression von RGS4 
genauer untersucht. Die Stimulationsgeschwindigkeit von RGS4, das bereits den immediate early 
genes zugeordnet ist, wurde in einer Zeitkinetik genauer bestimmt. Es zeigte sich, dass die mRNA 
von RGS4 bereits nach einer Leptin-Stimulation von 30 min induziert werden kann (Abb. 3.7 
(A)). Die mRNA von SOCS3 konnte sogar schon nach 15 min induziert werden. Dabei zeigt sich 
deren Kurzlebigkeit, da nach 45 min die Expression wieder deutlich abgenommen hat.  
 
Bjorbaek et al. untersuchten ebenfalls die Genexpression von SOCS3 nach Leptin-Stimulation. In 
CHO-Zellen, die stabil mit der langen Spleißvariante des Leptinrezeptors transfiziert waren, 
fanden sie nach einer Stimulation von 30 min einen 5fachen Anstieg der SOCS3-mRNA. Nach    
2 h kontinuierlicher Leptin-Stimulation fiel die mRNA-Konzentration wieder auf den Wert der 
unstimulierten Zellen ab [Bjorbaek et al., 1999]. 
 
 
4.3.2  Die mRNA von RGS4 ist kurzlebig 
Mit Hilfe von Actinomycin D, das die Transkription hemmt, wurde die Stabilität der RGS4-
mRNA untersucht. Dabei stellte sich heraus, dass die mRNA von RGS4 in RINm5F-Zellen mit 
einer Halbwertszeit von 3 h relativ kurzlebig ist. Den gleichen Wert maßen Pepperl et al. in PC12-
Zellen. Weiterhin zeigten die Autoren, dass die mRNA-Stabilität nach Behandlung mit Forskolin 
unverändert bleibt. Forskolin ist ein Aktivator der Adenylatcyclase und erhöht die cAMP-
Konzentration [Pepperl et al., 1998]. 
 
Als Kontrolle wurde die cDNA von SOCS3 hybridisiert, dessen mRNA bekanntermaßen sehr 
kurzlebig ist. Hierfür wurde eine Halbwertszeit von 45 min gemessen. Es ist anzumerken, dass 
auch die Halbwertszeit von SOCS3 auf Proteinebene sehr kurz ist. Siewert et al. fanden in COS-
7-Zellen eine Halbwertszeit, die zwischen 1 und 1,5 h lag [Siewert et al., 1999]. 
 
Nachdem die mRNA-Stabilität durch Hemmung der Transkription bestimmt worden war, sollte 
untersucht werden, was eine Hemmung der Translation durch Behandlung der RIN-Zellen mit 
Cycloheximid bewirkt (siehe Abb. 3.6). Die durch Leptin, IL-1β bzw. die Kombination dieser 
Zytokine hervorgerufene Induktion der RGS-4-Genexpression durch eine Cycloheximid-
Behandlung wird aber nicht abgeschwächt, sie wird eher verstärkt. Deshalb scheint die 
Stimulation der RGS4-Expression durch Leptin nicht von einer aktiven Proteinsynthese 
abzuhängen. Die Hybridisierung der cDNAs von Lipocalin 2 und tPA zeigte dagegen, dass die 
Expression dieser Gene durch Cycloheximid abgeschwächt wird. Dies lässt auf eine Beteiligung 
der Proteinsynthese schließen. Insgesamt sind die Cycloheximideffekte jedoch eher schwach 
ausgebildet, so dass zur Validierung ein Kontrollversuch durchgeführt werden müsste. 
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Die mRNA von RGS4 zeigt also eine schnelle Induktion und eine kurze Lebensdauer. Daneben 
ist bekannt, dass auch das RGS4-Protein kurzlebig ist [Davydov und Varshavsky, 2000]. Dies 
sind Voraussetzungen für ein Protein, das zelluläre Funktionen schnell reguliert. Außerdem 
deutet es darauf hin, dass die Funktion von RGS4 über die Proteinmenge reguliert wird. 
 
In dieser Arbeit wurde erstmals die Regulation der Genxpression von RGS4 durch Zytokine vom 
IL-6-Typ untersucht. Die Regulation von RGS4 durch diese Zytokine ist ein Hinweis dafür, dass 
RGS4 eine Rolle bei Entzündungsvorgängen spielen könnte. Übereinstimmend mit dieser 
Vermutung zeigten Patten et al., dass nach intravenöser Behandlung von Wistar-Ratten mit LPS 
(Lipopolysaccharid bzw. Endotoxin) im Herzen eine transiente Erhöhung von RGS4 vorlag 
[Patten et al., 2002]. LPS ist ein Bestandteil der Zellwand von gramnegativen Bakterien und führt 
unter anderem zur Freisetzung von Entzündungsfaktoren aus Phagozyten, was zum septischen 
Schock führen kann. Unter diesen Bedingungen wurde auch eine Erhöhung von RGS16 
gefunden. Wie bereits in der Einleitung erwähnt, gibt es andere Hinweise, dass RGS4 an der 
Entstehung von Herzmuskel-Hypertrophie und Herzinfarkten beteiligt sein könnte (siehe 
Abschnitt 1.2.4). Allerdings ist bis heute nicht klar, ob RGS4 dabei einen positiven (wie Rogers et 
al. zeigten) oder negativen Effekt hat [Rogers et al., 1999]. Einen Überblick zur Wirkung von 
RGS-Proteinen, speziell auch von RGS4, auf das Herz geben Riddle et al. [Riddle et al., 2005]. 
 
 
4.3.3 Beeinflussung der mRNA-Stabilität weiterer Gene durch Leptin und 
IL-1β 
 
In Abschnitt 3.1.3 wurde die Lebensdauer der mRNA ausgewählter Gene durch die Behandlung 
mit Actinomycin D untersucht. Es zeigte sich bei RGS4, PAP1, Fibrinogenβ und SOCS3, dass 
nach einer Transkriptionshemmung von 3 h die mRNA-Konzentration abfiel. Dies weist auf eine 
Kurzlebigkeit dieser Transkripte hin. Die mRNA-Stabilität von RGS4 und SOCS3 wurde bereits 
genauer diskutiert. 
 
In diesem Versuch sollte außerdem geklärt werden, ob Leptin oder IL-1β in der Lage ist, die 
mRNA zu stabilisieren und damit deren Abbau zu verhindern. Dies war nur bei Fibrinogenβ und 
PAP1 der Fall. Allerdings könnte man hierbei argumentieren, dass es sich nicht um eine mRNA-
Stabilisierung durch Leptin und IL-1β handelt, denn die mRNA könnte auch durch die längere 
Stimulationsdauer mit den Zytokinen akkumulieren. Um dies näher zu erörtern, müsste man die 
hier gezeigten Ergebnisse mit einer 3 und 6 h-Kinetik der entsprechenden Zytokine vergleichen. 
Eine 3 und 7 h-Kinetik mit Leptin wurde von P. Hekerman in seiner Dissertation durchgeführt. 
Im Falle von Fibrinogenβ wurde eine derartige Akkumulation nicht gefunden, die mRNA-
Konzentration bleibt vielmehr auf dem gleichen Level. Betrachtet man die Hybridisierung mit 
PAP1 dagegen, zeigt sich eine starke Zunahme der mRNA-Konzentration nach 7 h Stimulation 
verglichen mit 3 h [Hekerman, 2004]. Deshalb kann nicht eindeutig geklärt werden, ob Leptin 
tatsächlich die mRNA von PAP1 stabilisiert. 
 
In der gleichen Arbeit ist auch eine 3 und 7 h-Kinetik mit IL-1β für PAP1 durchgeführt worden. 
Dabei ist nach IL-1β-Stimulation keine mRNA-Induktion von PAP1 gefunden worden. Dies 
stimmt mit den Ergebnissen dieser Arbeit überein (vgl. auch Abb. 3.3). Man kann also davon 
ausgehen, dass IL-1β tatsächlich die mRNA-Stabilität von PAP1 beeinflusst. 
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4.3.4 RGS4-Genexpression in anderen Zellsystemen  
 
Um die Genexpression von RGS4 nach Leptin-Stimulation neben RIN-Zellen auch in einem 
anderem Zellsystem zu untersuchen wurde uns von Jan Tavernier die mRNA von PC12-Zellen 
zur Verfügung gestellt. Die Expression der RGS4-mRNA zeigte ohne Leptin-Stimulation einen 
hohen Ausgangswert, der durch Leptinstimulation nicht gesteigert werden konnte (siehe Abb. 
3.8). Die Kontroll-Hybridisierung mit der cDNA von SOCS3 ist vergleichbar mit den 
publizierten Ergebnissen [Waelput et al., 2000]. Auch die Stimulation von PC-12-Zellen mit IL-6 
für 3 h konnte eine hohe RGS4-Ausgangskonzentration nicht weiter steigern (siehe Abb. 3.10).  
 
Als weiteres Zellsystem wurden HepG2-Zellen benutzt. In diesen Zellen wurde die 
Genexpression von RGS4 nach Aktivierung des gp 130 durch IL-6 und Onkostatin M 
untersucht. Nachdem die Aktivität dieser Zytokine durch Reportergenassays kontrolliert worden 
war, wurden die Effekte auf RNA-Ebene untersucht. Doch es stellte sich heraus, dass RGS4 in 
HepG2-Zellen weder basal noch nach Zytokinstimulation exprimiert wird.  
 
Neben RGS4 wurden die Northern-Blots auch mit der cDNA von SOCS3 hybridisiert. Bereits nach 
1 h Stimulation mit Onkostatin M zeigte sich eine deutliche Induktion von SOCS3 in HepG2-
Zellen, die nach 3 h wieder abnahm. Die Stimulation mit IL-6 für 1 bzw. 3 h zeigte analoge aber 
insgesamt schwächere Effekte. Übereinstimmende Ergebnisse wurden von Stross et al. im 
gleichen Zellsystem auf Proteinebene gefunden. Diese Gruppe untersuchte die negative 
Regulation des Onkostatin M-Rezeptors durch SOCS3 [Stross et al., 2006]. Sie zeigten, dass 
Onkostatin M in HepG2- und MEF-Zellen die Proteinexpression von SOCS3 induziert und dass 
diese Induktion weit effektiver ist als die Induktion durch eine IL-6-Stimulation. Die Autoren 
vermuten, dass bei dieser starken Induktion durch Onkostatin M die Kinasen ERK1/2 eine Rolle 
spielen.  
 
Zusammenfassend ist zu sagen, dass die Leptinregulation von RGS4 kein allgemeiner Effekt ist. 
PC-12-Zellen exprimieren RGS4, ohne dass dies durch Leptin reguliert werden kann. HepG2-
Zellen zeigen keine Expression von RGS4. Vielleicht ist neben STAT3 auch ein zusätzlicher 
Faktor für die Regulation von RGS4 notwendig. 
 
 
4.4 Regulation der Promotoraktivität von RGS4  
 
4.4.1 Die CCAAT-Box spielt eine essentielle Rolle für die RGS4-Promotor-
Aktivität und ist notwendig für den Leptin-Effekt 
 
Da der Promotor von RGS4 bisher noch nicht charakterisiert worden ist und uns auch die 
genaue Sequenz des Ratten-Promotors nicht bekannt war, wurden zunächst ca. 1500 bp vor dem 
Transkriptionsstart amplifiziert um zu testen, ob dieser Sequenzbereich Promotoraktivität besitzt. 
Außerdem ist auch auf Promotorebene über die Regulation von RGS4 durch Zytokine bisher 
nichts bekannt. Diese wurde in dieser Arbeit erstmals untersucht. 
 
Die von mir amplifizierte Sequenz zeigt im Vergleich mit der Datenbanksequenz des UCSC 
auffällig viele Abweichungen. Die RIN-Zellen stammen ursprünglich aus der NEDH (New 
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England Deaconess Hospital)-Ratte [Gazdar et al., 1980]. Die Datenbanksequenz ist unter der Acc 
No. 047399 zugänglich, die Bezeichnung des Ratten-Stamms lautet: BN/SsNHsdMCW. Die zur 
Sequenzieung des Ratten-Genoms verwendeten Ratten könnten an der untersuchten Stelle von 
der NEDH-Ratte abweichen. Dies ist möglich, erscheint aber in diesem Ausmaß (6 
Abweichungen von insgesamt 1483 Basen) unwahrscheinlich. Wahrscheinlicher ist, dass Fehler in 
der Genom-Sequenz des UCSC vorliegen.  
 
63 Basen vor dem Beginn von Exon 1 wurde eine CCAAT-Box identifiziert, 35 Basen vor Exon 
1 liegt eine TATA-Box. Vergleicht man diesen Bereich im Ratten-Promotor mit dem anderer 
Spezies, so fällt eine hohe Ähnlichkeit auf. Betrachtet man die Sequenzen weiter in 5´-Richtung 
ist keine Konservierung mehr erkennbar. Dies könnte darauf hindeuten, dass die Promotoren der 
verschiedenen Spezies unterschiedlich reguliert werden. 
 
Für die Reportergenassays wurden RIN-Zellen transfiziert, da diese zuvor auch für die Northern-
Blots benutzt worden waren. Da in diesen Zellen jedoch nur eine sehr geringe Promotoraktivität 
zu messen war und die transiente Transfektion dieser Zellen mit den Promotorkonstrukten einige 
Schwierigkeiten bereitete, wurden HIT- und HepG2-Zellen als weitere Zellsysteme zur 
Durchführung der Reportergenassays getestet. Da HepG2-Zellen die höchsten und damit 
eindeutigsten Werte lieferten, wurden alle weiteren Assays in diesen Zellen durchgeführt. 
 
Ein Ziel war die Identifizierung der Promotorbereiche, die für die Aktivität wichtig sind. Dabei 
zeigte sich, dass mit abnehmender Länge der Konstrukte die Basalaktivität abnimmt, die 
Stimulierbarkeit durch Leptin verändert sich jedoch kaum. 500 bp sind ausreichend, um einen 
STAT-Effekt zu vermitteln. Die durch die Software vorgeschlagenen STAT-Bindungselemente, 
die im 1000RGS4- und 1500RGS4-Konstrukt, nicht aber im 500RGS4-Konstrukt vorhanden 
sind, scheinen also für die Stimulierbarkeit des RGS4-Promotors durch Leptin keine größere 
Rolle zu spielen.  
 
Außerdem wurde ein Promotorkonstrukt untersucht, in das eine Punktmutation in die CCAAT-
Box eingebracht worden war. Dadurch war es nicht mehr möglich, diese Mutante durch Leptin 
zu stimulieren und die Aktivität dieses Konstruktes sank dramatisch ab. Daraus lässt sich 
schließen, dass die CCAAT-Box eine entscheidende Rolle für die RGS4-Promotor-Aktivität spielt 
und für den Leptin-Effekt in HepG2-Zellen notwendig ist. 
 
In einem publizierten Abstract beschrieben Chatterjee und Fisher auch im menschlichen RGS4-
Promotor eine invertierte CCAAT-Box, die für die Promotor-Aktivität eine essentielle Rolle 
spielen soll. Dies wurde in PC6-Zellen gezeigt. PC6-Zellen sind als subline von PC12-Zellen 
ebenfalls Phäochromozytomzellen. Die Promotor-Aktivität konnte zudem durch Forskolin-
Behandlung gesteigert werden [Chatterjee und Fisher, 2005]. 
 
NF-Y (nuclear factor-Y), auch CBF (CCAAT-binding factor) genannt, ist einer der wichtigsten an die 
CCAAT-Box bindenden Aktivatoren. Er ist ein heterotrimeres Protein und besteht aus drei 
Untereinheiten: NF-YA, NF-YB und NF-YC [Mantovani, 1998]. Sie sind alle für eine Bindung an 
die DNA notwendig. Beim Vergleich der Consensus-Bindungssequenz von NF-Y mit dem 
Bereich der CCAAT-Box des RGS4-Promotors fällt auf, dass diese Basenfolgen genau 
übereinstimmen. Es ist also denkbar, dass NF-Y eine Rolle bei der Regulation der Aktivität des 
RGS4-Promotors spielt. Durch Mutationen der im HistonH3-Promoter die CCAAT-Box 
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umgebenden Basen, die dann nicht mehr der NF-Y-Consensus-Sequenz entsprachen, wurde in 
HEK-293-Zellen ein fast kompletter Akitivitäts-Verlust dieses Promotors erreicht. Mutierte man 
die CCAAT-Box selbst, wurde der gleiche Funktionsverlust der Promotoraktivität beobachtet 
[Koessler et al., 2004]. Nicht nur die CCAAT-Box selber, sondern auch die flankierenden Basen 
scheinen also eine zentrale Rolle für die Promotoraktivität zu spielen. Für die Regulation von 
NF-Y gibt es verschiedene Mechanismen: TGF-β (tranforming growth factor beta) vermittelt die 
Translokation der Untereinheit NF-YA in den Zellkern. An diesem Prozess sind ERK1/2  
beteiligt [Alabert et al., 2006]. Außerdem ist für eine DNA-Bindung von NF-Y die 
Phosphorylierung des Transkriptionsfaktors notwendig. Dabei wird die Bindungsaktivität von 
NF-Y durch die Expression von p53, und von p63 und p73, welche auch zur p53-Familie 
gehören, verringert [Jung et al., 2001], [Yun et al., 2003]. 
 
 
4.4.2 Abhängigkeit der Aktivität des RGS4-Promotors von den 
intrazellulären Tyrosinresten des Leptinrezeptors 
 
Wie in der Einleitung beschrieben, besitzt der Leptinrezeptor drei intrazelluläre Tyrosinreste, die 
bei der Signaltransduktion unterschiedliche Funktionen übernehmen (siehe Abb. 1.1). Zunächst 
wurde untersucht, welchen Einfluss die einzelnen Tyrosinreste auf die Aktivität des RGS4-
Promotors haben. Dafür wurden die HepG2-Zellen transient mit Leptinrezeptor-Mutanten 
transfiziert, bei denen jeweils zwei bzw. drei der Tyrosinreste zu Phenylalanin mutiert worden 
waren. Dabei zeigte sich, dass Tyr1138 eine entscheidende Rolle bei der Regulation der 
Promotoraktivität spielt. Die Mutanten, bei denen Tyr1138 mutiert worden war und auch der 
Wildtyp zeigen nur eine schwache Stimulation des Promotors durch Leptin.  
 
Dies könnte folgendermaßen erklärt werden: Da Tyr1138 in den Mutanten, die fast keine 
Leptinstimulierbarkeit des Promotors aufweisen nicht vorhanden ist, könnte die STAT3/STAT1-
Rekrutierung durch diesen Tyrosinrest an der Aktivierung des RGS4-Promotors beteiligt sein. 
Dies würde aber noch nicht erklären, weshalb auch der Wildtyp, der sehr wohl Tyr1138 aufweist, 
ebenfalls eine geringere Aktivierung des Promotors nach Leptin-Stimulation aufweist als die 
FFY-Mutante. Doch es ist bekannt, dass der Leptinrezeptor durch den Feedback-Hemmer SOCS3 
reguliert wird, der an Tyr985 bindet und die Jak-Kinase hemmt. Da dieser Tyrosinrest in der 
FFY-Mutante zu Phenylalanin mutiert wurde und SOCS3 somit an diesen Rezeptor nicht 
angreifen kann, könnte die fehlende Feedback-Hemmung die höhere Induktion der Promotor-
Aktivität im Vergleich zum Wildtyp erklären. Um dies zu untersuchen, wurde SOCS3 durch 
RNA-Interferenz ausgeschaltet. Mit Hilfe dieser Methode lässt sich die endogene Expression von 
spezifischen Genen stark herunterregulieren.  
 
Tatsächlich zeigte sich nach Ausschaltung von SOCS3 eine deutliche Aktivierung des RGS4-
Promotors auch durch Stimulation des Wildtyp-Leptinrezeptors. So konnte gezeigt werden, dass 
SOCS3 in der Tat eine Rolle für die Leptin-Wirkung des RGS4-Promotors spielt und dass unter 
diesen Umständen auch der Wildtyp-Rezeptor in der Lage ist, eine Promotor-Aktivierung zu 
vermitteln. 
 
Der Einfluss der intrazellulären Tyrosinreste des Leptinrezeptors ist auch schon im Northern-Blot 
auf mRNA-Ebene untersucht worden [Hekerman, 2004]. Auch dort zeigte die Stimulation der 
FFY-Mutante mit Leptin in RINm5F-Zellen die stärkste Induktion der RGS4-Genexpression. Es 
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war sehr überraschend, dass die Stimulation des Wildtyp-Leptinrezeptors keinen deutlicheren 
Effekt auf die RGS4-Promotoraktivität hatte, da im Northern-Blot eine relativ starke Induktion der 
mRNA zu beobachten war (siehe Abb. 3.3). 
 
 
4.4.3 Der Transkriptionsfaktor STAT3 spielt eine wichtige Rolle in der 
Leptin-induzierten Regulation von RGS4 
 
Um zu klären, ob STAT3 wirklich an der Regulation des Ratten-RGS4-Promotors beteiligt ist, 
wurde eine dominant negative STAT3-Mutante (dnSTAT3) eingesetzt. Diese Mutante ist zwar in 
der Lage, mit intaktem STAT3 Dimere zu bilden und in den Zellkern zu translozieren, doch 
findet hier keine DNA-Bindung statt. Sie ist also nicht in der Lage, als Transkriptionsfaktor zu 
wirken und schaltet zudem endogene intakte Transkriptionsfaktoren aus [Nakajima et al., 1996]. 
Diese Mutante kann auch mit STAT1 Heterodimere bilden und so auch diesen 
Transkriptionsfaktor abfangen. Die Wirkung dieser STAT3-Mutante wurde zunächst an dem 
STAT3-responsiven alpha2M-Promotor überprüft. Dabei zeigte sich, dass bei Co-Transfektion 
von dnSTAT3 die Aktivität des alpha2M-Promotors nach Leptin-Stimulation drastisch 
zurückgeht. Im Western-Blot konnte gezeigt werden, dass nach Transfektion von dnSTAT3 
phosphorylierte STAT3-Proteine in den Zellen in viel höherer Konzentration exprimiert werden 
als in Zellen, in die ein leerer Kontrollvektor transfiziert wurde. Bei der Untersuchung der 
Leptin-Stimulierbarkeit des RGS4-Promotors wurde die FFY-Mutante verwendet, da sie die 
höchsten Effekte vermittelt und somit zu den aussagekräftigsten Ergebnissen führt.  
 
Nach Ausschalten des Transkriptionsfaktors STAT3 war der RGS4-Promotor nicht mehr durch 
Leptin stimulierbar. Dies entspricht der Vermutung, dass STAT3 eine essentielle Rolle bei der 
durch Leptin vermittelten Aktivierung des Ratten-RGS4-Promotors spielt. Dies wird durch die 
Tatsache untermauert, dass die Genexpression von RGS4 auch durch die Stimulation von gp130 
induziert wird, die zu einer effizienten STAT3-Phosphorylierung führt (s.o.). Dass STAT1 alleine 
nicht in der Lage ist, die Expression von RGS4 zu induzieren, wurde bereits in 4.2 diskutiert. 
Dieses Ergebnis zeigt einen möglichen Mechanismus für einen cross-talk zwischen einem durch 
Zytokin-Wirkung aktivierten STAT3-Weg mit G-Protein-gekoppelten Rezeptoren, vermittelt 
durch RGS4. 
 
Da STAT3 eine Rolle bei der durch Leptin vermittelten Stimulation des RGS4-Promotors spielt, 
in dem Promotor aber keine STAT-Bindungselemente bestätigt werden konnten, ist denkbar, 
dass die STAT3-Wirkung indirekt vermittelt wird. STAT3 könnte über einen anderen Faktor die 
Transkription von RGS4 regulieren. Da nach Ausschalten der CCAAT-Box der Promotor nicht 
mehr durch Leptin stimulierbar war, könnte der Transkriptionsfaktor C/EBPβ 
(CCAAT/enhancer-binding protein β) beispielsweise eine Rolle spielen. Die C/EBP-Familie besteht 
aus sechs Mitgliedern (α bis ζ), die untereinander und mit Transkriptionsfaktoren anderer 
Proteinfamilien interagieren um die mRNA-Transkription zu regulieren. C/EBPβ wird während 
Entzündungsreaktionen hochreguliert. Es wurde ursprünglich als Vermittler des IL-6-
Signalweges entdeckt, indem es sich an die IL-6-responsiven Elemente der Promotoren von 
Genen band, die während der Akute-Phase-Reaktion hochreguliert werden (TNF, IL-8 und G-
CSF) [Poli, 1998], [Lekstrom-Himes und Xanthopoulos, 1998]. Ormond et al. zeigten, dass eine 
Stimulation von 3T3-L1-Adipozyten bereits nach 1 h die Expression von C/EBPβ induziert 
[MacDougald et al., 1995]. Niehof et al. untersuchten auf welche Weise IL-6 in der Lage ist die 
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Expression von C/EBPβ zu induzieren [Niehof et al., 2001]. Sie zeigten, dass STAT3 essentiell 
für die Hochregulation des Proteins ist, obwohl das IL-6-responsive Element im C/EBPβ-
Promotor keine STAT3 Consensus-Sequenz aufweist. Allerdings zeigte der Vergleich der 
Consensus-Sequens von C/EBPβ mit der Sequenz des RGS4-Promotors eine weniger gute 
Übereinstimmung als der Vergleich mit der Consensussequenz von NF-Y. (Die Consensus-
Sequens von C/EBPβ wurde vom Transcription Element Search System (TESS: 
http://www.cbil.upenn.edu/cgi-bin/tess/tess) bezogen.) Dass durch Cycloheximid die durch 
Leptin stimulierte Expression von RGS4 nicht verhindert werden konnte, weist außerdem auf 
einen direkten Mechanismus hin. Der genaue Mechanismus der STAT3-Regulierung von RGS4 
muss also noch aufgeklärt werden. 
 
Es wurde bereits erwähnt, dass die Genexpression von RGS4 in RINm5F-Zellen auch durch eine 
Stimulation mit IL-1β induziert werden konnte (siehe Abb. 3.3). Dies bestätigen auch Daten von 
P. Hekerman und Rieneck et al. [Hekerman, 2004], [Rieneck et al., 2000]. Daraus lässt sich 
schließen, dass neben dem Jak/STAT-Signalweg noch andere Faktoren bei der Induktion der 
RGS4-Genexpression eine Rolle spielen. Der Einfluss von IL-1β auf RGS4 wurde auch auf 
Promotorebene in drei verschiedenen Zelllinien (RIN-, HepG2- und HIT-Zellen) getestet. Dabei 
handelte es sich jeweils um Einzelversuche. Überraschenderweise bewirkte in diesen 
Zellsystemen IL-1β jedoch eine Herunterregulation der Promotoraktivität (Daten nicht gezeigt).  
 
 
4.5 Mögliche Funktion von RGS4 in der β-Zelle des Pankreas 
 
Sowohl kleine als auch heterotrimere G-Proteine werden in der β-Zelle des Pankreas exprimiert. 
Sie scheinen sowohl eine Rolle bei der Kontrolle der Insulinsekretion zu spielen als auch an der 
Regulation des apoptotischen Untergangs von β-Zellen beteiligt zu sein, der wahrscheinlich mit 
der Entstehung von Typ 1 und Typ 2 Diabetes assoziiert ist [Kowluru und Morgan, 2002]. Bei 
der Mehrheit der heterotrimeren G-Proteine scheint eine erhöhte Aktivität mit einer erhöhten 
Apoptoserate einherzugehen. Dies ist z. B. bei Gs der Fall. Andere G-Proteine schützen dagegen 
die β-Zelle vor apoptotischen Stimuli. Dies wurde bei Gi und Go beobachtet [Loweth et al., 
1996]. Die Autoren stimulierten RINm5F-Zellen mit Fluorid, das in β-Zellen G-Proteine 
aktivierte. Dadurch kam es zu einer verstärkten Apoptoserate. Vorbehandlung der Zellen mit 
Pertussis Toxin (PTX) erhöhte die Apoptoserate noch weiter. PTX modifiziert die α-
Untereinheit von G-Proteinen der Subklasse Gi und Go derart, dass eine Aktivierung verhindert 
wird. RGS4 reguliert neben Gq die Aktivität von Gi-Proteinen herunter [de Vries et al., 2000]. 
Deshalb wäre es denkbar, dass durch eine erhöhte Expression von RGS4, z.B. durch Leptin-
Stimulation, der Schutz vor apoptotischen Stimuli herabgesetzt wird. Dies würde zu erhöhtem 
Zelltod von pankreatischen β-Zellen führen.  
 
Dafür wäre folgender Mechanismus denkbar: In RINm5F-Zellen, aber auch in anderen 
Geweben, beispielsweise in Ratten-Nieren, konnte gezeigt werden, dass erhöhte cAMP-Level 
eine erhöhte Apoptoserate bedingen können [Loweth et al., 1996], [Chatziantoniou et al., 1994]. 
Gs-Proteine, die wie oben bereits beschrieben zu vermehrtem Zelltod beitragen, bewirken 
erhöhte cAMP-Level durch eine Aktivierung der Adenylylcyclase (ACC). Gi-Proteine dagegen 
hemmen die ACC. Diese Hemmung wird durch Blockade von Gi aufgehoben, was ebenfalls zu 
einer erhöhten cAMP-Konzentration führt, die die Apoptoserate erhöhen könnte. Allerdings 
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können die an dem klonalen Zellsystem RINm5F gewonnen Erkenntnisse nicht ohne weiteres 
auf normale Inselzellen übertragen werden können [Elliott et al., 2002] 
 
 
4.6 Regulation der Promotoraktivität von Lipocalin 2 durch 
Leptin 
 
Lipocalin 2, auch als NGAL (Neutrophil Gelatinase-associated Lipocalin) und 24p3 bekannt, gehört 
zur Familie der Lipocaline. Es handelt sich um ein 25 kDa großes Protein, das zuerst in humanen 
neutrophilen Granulozyten gefunden wurde [Kjeldsen et al., 1993]. Lipocalin 2 gehört zur 
Lipocalin-Protein-Familie. Die Proteine dieser Familie ähneln sich in ihrer Tertiärstruktur. Sie 
weisen ein hydrophobes Zentrum auf, um dort niedrigmolekulare Moleküle zu binden und diese 
zu transportieren. Lipocalin 2 bindet Siderophoren um Bakterien an der Aufnahme von Eisen-
Siderophor-Verbindungen zu hindern. Es wird bei Entzündungsreaktionen in verschiedenen 
Gewebstypen hochreguliert, z.B. bei Appendizitis, Morbus Crohn, Colitis Ulcerosa und 
Divertikulitis aber auch bei verschiedenen Neoplasmen. [Borregaard und Cowland, 2006]. 
Furutani et al. wiesen beispielsweise die mRNA von Lipocalin 2 in verschiedenen menschlichen 
Pankreaskrebs-Zelllinien nach [Furutani et al., 1998]. Außerdem wird Lipocalin 2, wie auch 
Leptin, von Adipozyten sezerniert [Kratchmarova et al., 2002]. 
 
Unter den hier charakterisierten Genen war das Entzündungsgen Lipocalin 2 besonders 
interessant, da bisher auf Promotorebene die Regulation dieses Gens durch STAT-Faktoren nicht 
untersucht worden ist. Nachdem bestätigt wurde, dass Leptin die Genexpression von Lipocalin 2 
auf mRNA-Ebene induziert, wurde die Regulation der Lipocalin-Promotor-Aktivität in 
Abhängigkeit der verschiedenen LepRb-Mutanten untersucht. Dabei zeigte sich, dass auch hier 
der Leptin-Effekt vom intrazellulären Tyr1138 abhängig ist. Dies weist auf eine Beteiligung von 
STAT3 hin. Dieses Ergebnis wird durch die Schlussfolgerung aus 4.2. untermauert. In Abb. 3.3 
weist die Induktion der Genexpression durch Stimulation des gp130 auf die Beteiligung von 
STAT3 hin. Lipocalin-mRNA konnte dagegen nicht durch IFN-γ induziert werden. STAT1 ist 
also zumindest nicht ausreichend um eine mRNA-Bildung von Lipocalin zu induzieren. 
 
In unserer Arbeitsgruppe wurde auch auf mRNA-Ebene die Regulation von Lipocalin 2 in 
Abhängigkeit von LepRb-Punktmutanten untersucht (Daten bisher nicht veröffentlicht). 
Übereinstimmend mit den Promotorassays zeigte Lipocalin auch im Northern-Blot unstimuliert 
eine sehr geringe Aktivität, die nach Leptin-Stimulation deutlich anstieg. Lipocalin 2 verhält sich 
damit wie ein typisches Akut-Phase-Protein, das bei minimaler basaler Expression eine - wenn 
auch verspätete - starke Induktion zeigt. RGS4 dagegen zeigte auf Promotorebene nicht so eine 
deutliche Stimulation durch Leptin, obwohl im Northern-Blot eine sehr schnelle und starke 
Induktion der mRNA zu beobachten war. 
  
Wang et al. fanden ebenfalls die Beteiligung von STAT3 bei der Induktion von Lipocalin 2. Sie 
zeigten in der murinen Myeloid-Zelllinie 32D, dass Lipocalin 2 durch Stimulation der 
intrazellulären Domäne des G-CSF-Rezeptors (granulocyte colony-stimulating factor), nicht aber durch 
Stimulation des Erythropoetin-Rezeptors (EPOR) induziert werden kann. Der G-CSF-Rezeptor 
gehört ebenfalls zur Zytokin-Rezeptor-Superfamilie und weist eine hohe Ähnlichkeit zum 
Leptinrezeptor auf. STAT3-Phosphorylierung wird durch den intrazellulären Teil des G-CSF-
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Rezeptors, nicht aber durch den EPOR vermittelt. Herunterregulation von STAT3 durch siRNA 
senkte die Lipocalin 2-Geninduktion [Wang et al., 2005]. 
 
Da neben Leptin auch IL-1β in der Lage ist die Genexpression von Lipocalin 2 zu induzieren, 
muss man davon ausgehen, dass neben STAT3 auch andere Faktoren eine Rolle spielen (s. Abb. 
3.3). Die Hochregulation von Lipocalin 2 durch IL-1β wurde von P. Hekerman bestätigt 
[Hekerman, 2004]. Es lässt sich vermuten, dass der Transkriptinsfaktor NF-κB ebenfalls an der 
Induktion von Lipocalin 2 beteilgt ist. In der Lungenepithel-Zelllinie A549 konnte Lipocalin 
durch IL-1β, nicht aber durch TNF-α induziert werden, obwohl beide Zytokine den 
Transkriptionsfaktor NF-κB aktivieren [Cowland et al., 2003]. Die IL-1β-Spezifität wird durch 
den Co-Faktor IκB-ζ vermittelt, der durch IL-1β , nicht aber durch TNF-α induziert wird und 
für eine Hochregulation von Lipocalin 2 notwendig ist [Cowland et al., 2006]. 
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Zusammenfassung 
 
 
Leptin wird im weißen Fettgewebe produziert und reguliert das Körpergewicht, indem es als 
Sättigungsfaktor die Nahrungsaufnahme hemmt. Seine Hauptwirkung entfaltet es im 
Hypothalamus, doch es wirkt auch an peripheren Geweben, unter anderem an den β-Zellen des 
Pankreas. Hier kann es die Freisetzung und Synthese von Insulin hemmen. Der Leptinrezeptor 
(LepRb) gehört zu den Klasse I-Zytokin-Rezeptoren. Durch Rezeptor-assoziierte Janus-Kinasen 
(Jaks) werden Transkriptionsfaktoren der STAT-Familie (signal transducers and activators of 
transcription) phosphoryliert, die nach Dimerisierung in den Zellkern translozieren und dort die 
Genexpression beeinflussen. Dieser Jak/STAT-Signalweg wird auch durch die Zytokine 
Interferon γ (IFN-γ) und Interleukin-6 (IL-6) aktiviert, wogegen IL-1β seine Signaltransduktion 
über den Transkriptionsfaktor NFκB (nuclear transcription factor κB) vermittelt. Eine Fragestellung 
der Arbeit war, wie spezifisch diese Zytokine bei der Regulation von Leptin-Zielgenen wirken. 
 
Im Western-Blot wurde mit Hilfe phosphospezifischer Antikörper in der Ratten-Insulinoma-
Zelllinie RINm5F gezeigt, dass Leptin sowohl den Transkriptionsfaktor STAT1 als auch STAT3 
aktivieren kann. IFN-γ dagegen bewirkt spezifisch die Phosphorylierung von STAT1 und IL-6 
aktiviert spezifisch über die Stimulation des Glycoproteins 130 (gp130) STAT3. Basierend auf 
diesen Ergebnissen wurde die Beteiligung von STAT1 und STAT3 an der Regulation bekannter 
Zielgene von Leptin untersucht. Im Northern Blot zeigte sich, dass in RINm5F-Zellen die 
Stimulation des IFN-γ-Rezeptors nicht ausreichend ist, um die Expression dieser Zielgene zu 
induzieren. Die Stimulation des gp130 zeigte dagegen analoge Effekte wie die Stimulation des 
Leptinrezeptors. STAT1 alleine reicht also nicht für die Induktion der Genexpression aus, 
wogegen STAT3 bei der Induktion dieser Gene eine entscheidende Rolle spielt. Außerdem 
verstärkte Leptin die Wirkung von IL-1β, einem wichtigen Entzündungsmediator in Inselzellen.  
 
Im zweiten Teil dieser Arbeit wurde die Regulation der Genexpression und Promotoraktivität 
von RGS4 (regulator of G-protein signaling) durch Leptin untersucht. RGS-Proteine können die 
Signalwege von heterotrimeren G-Proteinen hemmen, indem sie unter anderem die GTPase-
Aktivität der α-Untereinheit beschleunigen. Die mRNA von RGS4 zeigte in RINm5F-Zellen eine 
Halbwertszeit von 3 h und ist damit kurzlebig. Desweiteren ist es durch Leptin schnell 
induzierbar: Bereits nach einer Leptin-Stimulation von 30 min zeigte sich im Northern-Blot eine 
Hochregulation der mRNA. Eine Hemmung der Translation durch Cycloheximid konnte die 
Induktion der mRNA von RGS4 durch Leptin nicht hemmen. Dieses Ergebnis zeigt, dass die 
Expression der RGS4-mRNA durch Leptin nicht von einer aktiven Proteinsynthese abhängt. 
Außerdem sind schnelle Induktion und kurze Lebensdauer Vorraussetzungen für ein Protein, das 
zelluläre Funktionen schnell reguliert. Dies deutet darauf hin, dass die Funktion von RGS4 über 
das Expressionslevel reguliert wird. 
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Um den Einfluss von Leptin auf die Promotoraktivität zu untersuchen, wurde hier erstmalig der 
Ratten-RGS4-Promotor kloniert. In diesem Promotor wurde 63 Basen vor dem Beginn von 
Exon1 eine CCAAT-Box identifiziert, die in der Nähe der TATA-Box liegt. Vergleicht man 
diesen Bereich im Ratten-Promotor mit dem RGS4-Promotor anderer Spezies, so fällt eine hohe 
Ähnlichkeit auf. Außerdem entspricht der Bereich der CCAAT-Box im Ratten-RGS4-Promotor 
der Consensus-Bindungssequenz von NF-Y (nuclear factor-Y), ein an CCAAT-Boxen bindender 
Faktor. Durch Mutation nur einer Base der CCAAT-Box konnte in Reportergenassays in 
HepG2-Zellen der RGS4-Promotor nicht mehr durch Leptin stimuliert werden. Daneben sank 
die Gesamtaktivität des mutierten Promotor-Konstruktes dramatisch ab. Die CCAAT-Box spielt 
also eine essentielle Rolle für die Regulation der Promotor-Aktivität durch Leptin. Dies legt die 
Vermutung nahe, dass NF-Y eine Rolle bei der Regulation des RGS4-Promotors spielt. 
 
Der Leptinrezeptor zeigt drei intrazelluläre Tyrosinreste (Tyr985, Tyr1077 und Tyr1138), die bei 
der Signaltransduktion verschiedene Signalwege aktivieren. Um den Einfluss dieser Signalwege zu 
überprüfen, wurde in HepG2-Zellen mit Hilfe von LepRb-Punktmutanten die Aktivität des 
RGS4-Promotors in Abhängigkeit von diesen Tyrosinresten getestet. Dabei war die Induktion 
des Promotors von Tyr1138 abhängig. Tyr1138 ist für die Rekrutierung von STAT1 und STAT3 
zuständig. Dies steht in Übereinstimmung mit dem Ergebnis, dass nach gp130-Stimulation, die 
zur Aktivierung von STAT3 führt, die Expression der RGS4-mRNA induziert wird. Um zu 
klären, ob STAT3 auch auf Promotorebene für die RGS4-Regulation essentiell ist, wurde die 
Wirkung dieses Transkriptionsfaktors im Reportergenassay durch eine dominant negative 
Mutante ausgeschaltet. Nach Ausschalten von STAT3 war der RGS4-Promotor nicht mehr durch 
Leptin stimulierbar. Weiterhin wurde mit Hilfe von RNA-Interferenz gezeigt, dass die 
Aktivierung des RGS4-Promotors durch Stimulation des Wildtyp-Leptinrezeptors durch den 
Feedback-Hemmer SOCS3 (suppressor of cytokine signaling) herunterreguliert wird. Diese Ergebnisse 
zeigen einen möglichen Mechanismus für einen cross-talk zwischen Zytokinen und G protein-coupled 
receptors (GPCR). 
 
Durch Reportergenassays wurde die Regulation des Promotors von Lipocalin 2, einem weiteren 
Leptin-induzierten Gen, in Abhängigkeit von LepRb-Punktmutanten untersucht. Ebenso wie bei 
RGS4 zeigte sich hier, dass STAT3 auf Promotor-Ebene eine entscheidende Rolle bei der 
Regulation des Lipocalin2-Promotors spielt.  
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Abkürzungsverzeichnis 
 
 
 
 
 
 
α-MSH   α melanin-stimulating hormone 
°C    Grad Celsius 
A    Adenin 
Abb.    Abbildung 
Ac    Acetat 
ACC    Adenylylcyclase 
Acc.No   Accession Number 
Act D    Actinomycin D 
ADP    Adenosin-5´-Diphosphat 
AGRP    agouti-related peptide 
AK    Antikörper 
Amp    Ampicillin 
APS    Ammoniumpersulfat 
AS    Aminosäure 
ATP    Adenosin-5´-Triphosphat 
BMI    body mass index 
bp    Basenpaare 
BSA    bovines Serumalbumin 
C    Cytosin 
C/EBP   CCAAT/enhancer binding protein 
cAMP    3´-5´-cyclisches Adenosinmonophosphat 
CART    cocaine- and amphetamine-regulated transcript  
CBF    CCAAT-binding factor 
CD    Cluster of Differentiation 
cDNA    komplementäre DNA 
CHO    Chinese hamster ovary 
CHX    Cycloheximid 
Ci    Curie 
CIS    cytokine inducible sequence 
Cpm    counts per minute 
CTP    Cytosin-5´-Triphosphat 
DAG    Diacylglycerol 
db    diabetes 
DEPC    Diethylpyrocarbonat
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DMEM   Dulbecco´s Modified Eagle Medium 
DMSO    Dimethylsufoxid 
DNA    Desoxyribonukleinsäure 
E.coli    Escherichia coli 
EDTA    Ethylendiamintetraessigsäure 
Epo    Erythropoetin 
ERK    extracellular signal regulated kinase 
F    Phenylalanin 
Fa.    Firma 
FCS    foetal calf serum (fötales Kälberserum) 
G    Guanin 
GAP    GTPase activating protein 
GAPDH   Glycerinaldehyd-3´-Phosphat-Dehydrogenase 
G-CSF    granulocyte colony-stimulating factor 
GDP    Guanosin-5´-Diphosphat 
gp130    Glycoprotein 130 
GPCR    G protein-coupled receptor 
GTP    Guanosin-5´-Triphosphat 
h    Stunde(n) 
IFNγ    Interferon γ 
IGF-I    insulin like growth factor-I 
IL-1β    Interleukin-1β 
IL-6    Interleukin-6 
iNOS    inducible nitric oxide synthase 
IRF-1    interferon regulatory factor 1 
Jak/JAK   Janus-Kinase 
kb    Kilobasenpaare 
kDa    Kilodalton 
LB    Nährmedium nach Luria Bertani 
LCN2    Lipocalin 2 
LepR    Leptinrezeptor 
LPS     Lipopolysaccharid 
LSB    Laemmli Sample Buffer 
M    molar 
mA    Milliampère 
MEF    murine embryonal fibroblasts 
min    Minute(n) 
MOPS    4-Morpholinpropansulfonsäure 
mRNA    messenger RNA 
NFκB    nuclear transcription factor κB 
NF-Y    nuclear factor-Y 
ng    nanogramm 
NGAL    neutrophil gelatinase-associated lipocalin 
nm    Nanometer 
NPY    neuropeptide Y 
ob    obese 
OSM    Onkostatin M 
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OSMR    Onkostatin M-Rezeptor 
PAGE    Polyacrylamid-Gelelektrophorese 
PAP    Pancreatitis Associated Protein 
PBS    Phosphate Buffered Saline 
PCC    Phospholipase C 
PCR    Polymerase Chain Reaction 
POMC    Propiomelanocortin 
Ppap2a   phosphatidic acid phospatase typ 2A 
RGS4    regulator of G-protein signaling 4 
RLU    relative light unit 
RNA    Ribonukleinsäure 
RNase    Ribonuklease 
rpm    rotations per minute 
rRNA    ribosomale RNA 
RT    Raumtemperatur 
RZPD    Ressourcenzentrum – Primäre Datenbank 
s    Sekunde(n) 
SD     Standardabweichung 
SDS    Natriumdodecylsulfat 
SH    src homology 
SHP-2    SH2 containing protein phosphatase 
shRNA   short hairpin RNA 
siRNA    small interfering RNA 
SOCS    suppressor of cytokine signaling 
SOD    Superoxiddismutase 
STAT    signal transducers and activators of transcription 
T    Thymin 
Tab.    Tabelle 
TAE    Tris-Acetat-EDTA 
TBE    Tris-Borat-EDTA 
TBS    Tris Buffered Saline 
TBST    Tris Buffered Saline Tween 20 
TE    Tris-EDTA 
TEMED   N,N,N´,N´-Tetramethylendiamin 
TNF    Tumor Nekrose Faktor 
tPA    tissue-type plasminogen activator 
Tris    Tris(hydroxymethyl)-aminomethan 
Tyr    Tyrosin 
U    unit(s) 
u.a.    unter anderem 
ÜN    Über Nacht 
UTR    untranslated region (Nicht-translatierte Region) 
UV    Ultraviolett 
V    Volt 
v/v    volume per volume 
Vol.    Volumenanteile 
w/v    weight per volume 
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wt    Wildtyp 
Y    Tyrosin 
z.B.    zum Beispiel 
ZNS    Zentrales Nervensystem 
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